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1. Zusammenfassung
Bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) stellen die unkontrollierte Proliferation und Reifungsblockade
myeloider Vorläuferzellen, Expansion dieser Zellen in das periphere Blut, extramedulläre Manifestationen und
verminderte Elimination der Leukämiezellen durch das Immunsystem grundlegende Pathomechanismen dar.
Diese Vorgänge werden über ein komplexes Zusammenspiel von Zytokinen und Adhäsionsmolekülen
reguliert. In dieser Arbeit wurde daher mittels Durchflußzytometrie die Expression von Zytokinrezeptoren,
Adhäsions- und kostimulatorischen Molekülen in Knochenmarks(KM-) Proben von 103 AML-Patienten bei
Diagnosestellung und acht gesunden Probanden untersucht. Zytokinrezeptoren weisen bei der normalen
Hämopoese ein reifegradabhängiges und linienspezifisches Expressionsmuster auf. Es wurden daher zum
einen Zytokinrezeptoren ausgewählt, die schon in der frühen Hämopoese exprimiert werden, wie der SCF-R
(CD117), FL-R (CD135), IL-3-R (CD123) und zum andern Zytokinrezeptoren, die erst in späteren
Differenzierungsstadien der monozytären Zelllinie (v.a. GM-CSF-R; CD116) und der granulozytären Zelllinie
(v.a. G-CSF-R, CD114) exprimiert werden. Die gp130-Subunit (CD130) stellt die signaltransduzierende
Untereinheit von IL-6, IL-11, LIF etc. dar und wirkt synergistisch auf allen Stufen der Hämopoese mit. Die
untersuchten Adhäsionsmoleküle wurden in drei Gruppen unterteilt: a) Adhäsionsmoleküle, die den Kontakt
zur KM-Matrix oder zu sich selbst beeinflussen: VLA-2 (CD49b), VLA-3 (CD49c) und die erst kürzlich auf
hämopoetischen Zellen gefundenen Adhäsionsmoleküle PRR-1 und PRR-2. b) Adhäsionsmoleküle, die den
Kontakt zum Endothel fördern: LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b), L-Selektin (CD62L) und UPA-R (CD87) c)
kostimulatorische Moleküle, die eine Rolle bei der Interaktion der Leukämiezellen mit immunkompetenten
Zellen spielen: ICAM-1 (CD54), LFA-3 (CD58), B7-1 (CD80), B7-2 (CD87) und NCAM (CD58). Eine KM-
Probe wurde als positiv gewertet, wenn mehr als 20% der Blasten im Auswertefenster den entsprechenden
Marker exprimierten.
Ergebnisse: Der durchschnittliche Anteil Zytokinrezeptoren exprimierender Zellen war in KM-Proben von
AML-Patienten deutlich höher als in KM-Proben von gesunden Probanden. Einzige Ausnahme bildete die
gp130-Subunit, die nur auf durchschnittlich 4% der AML-Blasten exprimiert wurde, während durchschnittlich
23% der Zellen in gesunden KM-Proben die gp130-Subunit exprimierten. Bei den Adhäsionsmolekülen zeigte
sich im Vergleich zu den gesunden KM-Proben bei der AML ein höherer Anteil von Zellen, die
kostimulatorische und Endothel-Kontakt-fördernde Moleküle exprimierten, während der Anteil von Zellen, die
das Stroma-Kontakt-fördernde ß1-Integrin VLA-2 exprimierten, vermindert war. VLA-3 konnte dagegen in
keinem der untersuchten AML-Fälle und der gesunden KM-Proben als positiv gewertet werden.
Innerhalb der AML-Subtypen konnte ein reifegrad– und linienabhängiges (monozytäres, granulozytäres)
Verteilungsmuster der Zytokinrezeptoren festgestellt werden: Blasten unreifer Leukämien (M0; M1)
exprimierten bevorzugt SCF-R und FL-R. Blasten von AML-Subtypen, die der granulozytären
Differenzierungslinie zugeordnet werden (M2, M3), exprimierten v.a. G-CSF-R. Blasten monozytärer
Leukämien (M4, M5) exprimierten v.a. GM-CSF-R und FL-R. Der IL-3-R wurde in fast allen AML-KM-Proben
auf einem Großteil der Blasten exprimiert. Den größten Anteil positiver Zellen für Adhäsions- und
kostimulatorische Moleküle (Integrine, B7-2, NCAM, UPA-R) wiesen die monozytären Leukämien auf. B7-1
wurde v.a. auf Blasten des FAB-Typs M3 exprimiert. L-Selektin, ICAM-1 und PRR-1/PRR-2 zeigten eine
variable Expression innerhalb aller FAB-Typen. In der Gruppe der sekundären Leukämien waren signifikant
mehr Fälle Mac-1-positiv als in der Gruppe der primären Leukämien (p = 0.074, Qui2-Test). Ansonsten zeigten
sich zwischen primären und sekundären Leukämien keine signifikanten Unterschiede.
Wichtig für die Entscheidung über Art und Intensität der Therapie bei der AML ist das Abschätzen der
Prognose eines Patienten bei Diagnosestellung. Bislang werden Patienten v.a. anhand zytogenetischer
Untersuchungen von Karyotypanomalien in Prognosegruppen eingeteilt. Da aber nur ca. 50-60% der AML-
Patienten chromosomale Veränderungen aufweisen, besteht ein Bedarf an Karyotyp-unabhängigen
Prognosekriterien. Zytogenetische Analysen wurden bei allen AML-KM-Proben durchgeführt und die
Expression der Marker sowohl mit den zytogenetischen Risikogruppen als auch mit dem tatsächlichen
klinischen Verlauf der Patienten korreliert. In die klinische Auswertung wurden nur Patienten (n = 55)
eingeschlossen, die nach dem Therapieprotokoll der German AML-Cooperative-Group behandelt worden
waren. In der zytogenetisch günstigen Prognosegruppe zeigten sich im Vergleich zur zytogenetisch
ungünstigen Prognosegruppe signifikant mehr G-CSF-R-positive Zellen (p = 0.027, T-Test), signifikant
weniger L-Selektin-positive Fälle (p = 0.037, Qui2-Test) und signifikant mehr Mac-1- und PRR-1-positive Fälle
(p = 0.005; p = 0.009; Qui2-Test). Diese Marker zeigten aber keine signifikanten Unterschiede bezüglich
Remissionrate und progressfreier Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten. Dies läßt sich auf die zum Teil
geringe Fallzahl und die kurze Beobachtungsdauer von im Mittel 11 Monaten nach Remission erklären.
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Andere Marker zeigten dagegen keine Korrelation mit den zytogenetischen Risikogruppen, dagegen aber mit
dem tatsächlichen klinischen Verlauf der Patienten: VLA-2-, NCAM-, UPA-R-positive Leukämien zeigten eine
signifikant niedrigere Remissionsrate (p = 0.049, p = 0.03, p = 0.03, Qui2-Test). Patienten, in deren KM-
Proben >85% der Blasten den FL-R oder >45,5% den SCF-R exprimierten, wiesen eine signifikant niedrigere
Wahrscheinlichkeit für progressfreies Überleben auf, ebenso wie Patienten, in deren KM-Proben >60,5% der
Blasten ICAM-1-, >15% B7-1-, >65% B7-2- und >8% NCAM-positiv waren. NCAM korrelierte als einziger
Marker negativ sowohl mit der Remissionsrate, als auch mit der progressfreien Überlebenswahrscheinlichkeit,
allerdings nicht mit der Einteilung in zytogenetische Risikogruppen. Auch für die übrigen Marker konnten Cut-
off-Werte für den Anteil Marker-positiver Blasten ermittelt werden, bei denen aus dem Vergleich der
entstandenen Gruppen ein deutlicher Unterschied in der Dauer der progressfreien Überlebenszeit hervorging.
Diese Unterschiede waren allerdings aufgrund der geringen Fallzahl nicht signifikant, so dass sich eine
eindeutige prognostische Aussagen nicht treffen ließ. Dabei wiesen Patienten mit einem höheren Anteil von
G-CSF-R-, GM-CSF-R- und einem niedrigeren Anteil von IL-3-R-exprimierenden Blasten eine längere
progressfreie Überlebenszeit auf. Patienten mit sehr hohem Anteil PRR-2- oder mit geringem Anteil PRR-1-
positiver Blasten tendierten zu einer eher kürzeren progressfreien Überlebenszeit. Umgekehrt wies eine
niedrige Expression von Endothel-Kontakt fördernden Oberflächenmolekülen, wie z.B. L-Selektin, Mac-1 und
UPA-R auf eine schlechte Prognose hinsichtlich der Dauer des progressfreien Überlebens hin.
Therapeutische Konsequenzen: Die in dieser Arbeit aufgezeigten Zusammenhänge zwischen der Expression
bestimmter Oberflächenmarker und dem klinischen Verlauf der Patienten helfen, die Prognoseeinschätzung
von Patienten - über die Zytogenetik hinaus - weiter zu spezifizieren: So stellt die NCAM-positive
Leukämie eine eigene Entität mit prognostisch schlechtem Verlauf unabhängig vom Karyotyp dar. Bei UPA-R-
und/oder VLA-2-positiven AML-Fällen sollten aufgrund der verminderten Remissionswahrscheinlichkeit
intensivere therapeutische Induktionstherapien eingeleitet werden. Für die Remissionsdauer ist sowohl die
hohe Expression kostimulatorischer Moleküle, als auch die hohe Expression von Zytokinrezeptoren, die v.a.
auf Stammzellebene wirksam sind und die die Expression von diesen kostimulatorischen Molekülen fördern,
prognostisch ungünstig. Diese Patienten sollten bei intensiver Konsolidierungstherapie engmaschig
kontrolliert werden und die Indikation zur Knochenmarkstransplantation sollte frühzeitig gestellt weren.
In der Zytokintherapie werden G-CSF und GM-CSF regelmäßig in der Klinik zur Verkürzung der
Neutropeniephase nach Chemotherapie eingesetzt. Dagegen konnte mit dem Einsatz von G-CSF und GM-
CSF als Priming-Medikamente bisher noch kein eindeutiger klinischer Benefit für die Patienten erzielt werden.
Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse einer linienspezifischen und reifegradabhängigen Expression der
Zytokinrezeptoren legen nahe, dass G-CSF als Primingmedikament v.a. bei granulozytär-differenzierten AML-
Subtypen und GM-CSF eher bei monozytär-differenzierten AML-Subtypen eingesetzt werden sollte. In der
Supportivtherapie, bei der die Stimulation von AML-Blasten nicht mehr gewünscht ist, sollten G- und GM-CSF
genau umgekehrt eingesetzt werden. Da eine hohe Expression von FL-R und SCF-R mit einer schlechten
Prognose für die Dauer des progressfreien Überlebens korrelierte, kann sich eine Stimulation dieser
Rezeptoren durch die Gabe von SCF und FL in der Supportivtherapie eher ungünstig auswirken, ebenso wie
beim Priming, da auch gesunde Stammzellen stimuliert und damit sensibler gegen Zytostatika werden.
Darüber hinaus geben diese Ergebnisse auch Hinweise auf mögliche pathobiologische Bedeutungen und
damit verbundener neuer therapeutischer Strategien bei der AML: So kann die erhöhte FL-R-Expression - wie
bei der Tandemduplikation des FL-R auch - zu einer erhöhten, prognostisch ungünstigen Phophorylierung von
Tyrosinkinasen führen. Auch der SCF-R aktiviert intrazellulär Tyrosinkinasen. Neue Medikamente, wie z.B.
Tyrosinkinase-Inhibitoren, oder Dexamethason, das die FL-R-Expression auf den AML-Blasten
herunterreguliert, könnten bei diesen AML-Patienten neue benefit-bringende therapeutische Möglichkeiten
darstellen. Ebenso scheint die Immunantwort bei AML-Patienten trotz, oder vielleicht sogar gerade bei
Expression von kostimulatorischen Molekülen vermindert zu sein, was die Gabe von immunstimulierenden
Medikamenten, wie rIL-2 oder CTLA-4-Inhibitoren im Bereich der Immuntherapie sinnvoll erscheinen lässt. So
leistet diese Arbeit nicht nur einen Beitrag zur Diagnostik, Prognose und Biologie der AML, sondern entwickelt
in Zusammenschau mit bereits publizierten Daten neue, therapeutische Möglichkeiten für die Behandlung der
AML.
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2. Einleitung
2.1. Die akute myeloische Leukämie
2.1.1. Definition und Epidemiologie
Der Begriff Leukämie (`weißes Blut´) geht auf R. Virchow 1845 zurück und bezieht sich auf die verbreiterte,
weiße Leukozytenmanschette (`buffy coat´ auf der Erythrozytensäule nach Zentrifugieren des Blutes) bei
Leukämiepatienten mit sehr hohen Leukozytenzahlen (Herold, 1998).
Leukämien sind definiert als maligne Neoplasien der hämatopoetischen Zellen. Sie werden heute als klonale
Erkrankung aufgefasst. Nach einer klinisch inapparenten Phase der Proliferation kommt es zu einer
Expansion des malignen Zellklons mit generalisierter Ausbreitung im gesamten hämatopoetischen Gewebe,
Übergreifen auf extramedulläre Organe und Ausschwemmung leukämischer Zellen in das periphere Blut
(Wilms K, 1984). Durch diese Akkumulation unreifer Vorläuferzellen (`Blasten´) im Knochenmark (KM) und
peripheren Blut (PB) werden gesunde, funktionsfähige, hämopoetische Zellen zurückgedrängt und es kommt
zur Knochenmarksinsuffizienz, die mit Anämie, Thrombozytopenie, Granulozytopenie und den
entsprechenden klinischen Folgeerscheinungen einhergeht.
Die Einteilung der Leukämien erfolgt zum einem nach dem Zelltyp, von dem die Leukämiezellen abstammen
(lymphatisch/myeloisch), nach dem Differenzierungsgrad der pathologischen Zellen (reifzellig / unreifzellig),
nach dem Krankheitsverlauf (chronisch/akut), sowie nach der Ätiologie (primär/sekundär).
Bei der akuten myeloischen Leukämie handelt es sich um eine klonale neoplastische Transformation auf der
Ebene myeloischer, hämaopoetischer Vorläuferzellen und anschließende Ausschwemmung dieses malignen
Zellklons. Typisch ist die fehlende weitere Ausreifung dieser Zellen, die Proliferation unabhängig von
physiologischen Regulierungsmechanismen und die Ausdehnung auf extramedulläre Organe. Die
neoplastische Zellpopulation bei der akuten myeloischen Leukämie ist also durch eine unreife
Blastenpopulation repräsentiert. Diese `Lücke´ in der Reifungsreihe der Granulozyten mit Vorherrschen
unreifer Paramyelozyten und gesunder, ausdifferenzierter Granulozyten bei starker Verminderung der
Zwischenstufen wird als `hiatus leucaemicus´ bezeichnet.
Die AML ist mit 80% der AML-Fälle zwischen dem 60. und 65. Lebensjahr eine Erkrankung des höheren
Erwachsenenalters. Die Inzidenz liegt insgesamt bei ca 5/100000 Einwohnern pro Jahr, 10/100000 bei den
über 70-jährigen (Schön D, 1996) und 0,6/100000 bei den unter 15-jährigen (Graf N, 1995). Die AML findet
sich 1,5 mal häufiger beim männlichen als beim weiblichen Geschlecht. Frauen mit der Blutgruppe 0 haben
eine geringere Erkrankungswahrscheinlichkeit (Jackson N, 1999).
2.1.2. Das Krankheitsbild
Das Krankheitsbild ist in erster Linie Ausdruck der hämopoetischen Insuffizienz und in zweiter Linie der
Zellinfiltration von Organen und Geweben. Der Beginn ist meist plötzlich (`akut´) und alarmierend. Neben
Allgemeinsymptomen wie Mattigkeit, Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust, Kopfschmerzen und Schlaflosigkeit
besteht als Folge der Verminderung funktionstüchtiger Leukozyten eine erhöhte Infektionsbereitschaft, die
sich in nekrotisierender Tonsillitis, Stomatitis, Mundsoor, Zahnfleischnekrosen, Noma der Wangen und
Gangrän des harten Gaumens manifestieren kann. Nicht selten entwickeln die Patienten schwer
therapierbare, perianale Abszesse, die von entzündeten, thrombosierten Hämorrhoidalknoten ausgehen.
Auch ohne nachweisbare entzündliche Veränderung tritt oft hohes Fieber auf. Dieses, möglicherweise durch
den Krankheitsprozess selbst verursachte (systemische) Fieber zeigt mit morgendlich hohen und abendlich
niedrigeren Temperaturen einen vom üblichen Fieberverlauf abweichenden Rhythmus. Aufgrund der ebenfalls
verminderten Thrombozytenzahlen sowie durch einen Mangel an Gerinnungsfaktoren bei gesteigerter
Fibrinolyseaktivität leiden die Patienten an einer z.T. lebenbedrohenden Blutungsbereitschaft. Lymphknoten,
Milz und Leber sind nur selten vergrößert. (Büchner T, 1997; Begemann M, 1999) Eine Beteiligung des
zentralen Nervensystems ist selten. 5-7% der Patienten zeigen jedoch asymptomatisch leukämische Blasten
im Liquor cerebrospinalis (Dekker AW, 1985). Das zerebrale Leukostase-Syndrom, bei dem zu Verschlüssen
kleiner Gehirngefäße durch Blasten bei sehr hoher Leukozytose kommt, tritt v.a. bei Kindern mit
Monoblastenleukämien auf.
Monozytäre Leukämien (M4/M5) disponieren zur Infiltrationen von Organen und Geweben mit Lymphomen,
Hepatosplenomegalie, Hautinfiltrationen und Gingivahyperplasie. Für den FAB-Typ M4 ist eine Häufung
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tumoröser Infiltrationen des zentralen Nervensystems beschrieben (Holmes R, 1985). Typisch bei der M3 ist
die hämorrhagische Diathese mit Thrombozytopenie, Fibrinogenmangel und anderen Gerinnungsdefekten
aufgrund Freisetzung prokoagulatorischer Substanzen aus den promyelozytären Granula (Imaoka S, 1986;
Wejemmans PW, 1989).
2.1.3. Ätiologie
Neuere Erkenntnisse haben zur Aufklärung der multifaktoriellen Ätiologie der AML beigetragen, auch wenn
die genauen Abläufe der meisten leukämischen Transformationen noch nicht bis ins Detail erforscht sind.
Bereits seit 1928 wurde bei Arbeitern, die vermehrt Kontakt zu Benzol hatten, eine erhöhte
Erkrankungshäufigkeit an AML festgestellt (Austin H, 1988). Auch die Aufnahme von alkylierender
Substanzen in der Nahrung sowie im  Zigarettenrauch erhöht das Erkrankungsrisiko.
Lange bekannt ist, daß Kinder mit Down-Syndrom (Trisomie 21) ein 10 – 20-fach erhöhtes Risiko haben, im
ersten Lebensjahrzehnt an einer AML zu erkranken (Rosner F, 1972). Eine erhöhte genetische Disposition
zur AML besteht auch bei anderen hämatologischen-immunologischen Erkrankungen, die mit chromosomalen
Aberrationen oder `chromosomal breakage´- Syndromen einhergehen, wie z.B. das Bloom-Syndrom (Poppe
B, 2001), die Fanconi- (Auerbach AD, 1992) und die Diamond-Blackfan-Anämie (Freedman MH, 2000), dem
Kostmann Syndrom (Rosen RB, 1979) und der Ataxia teleangiektasia (Seidemann K, 2000).
Retrovirusinfektionen, deren genetische Information in das Genom integriert wird und zu onkogenen
Fehlregulationen führen kann, wurden v.a. bei zahlreichen Tierleukämien als Auslöser für AML nachgewiesen
(Largaespada DA, 2000). In letzter Zeit wurde die Koinzidenz von HIV-Infektionen und AML, v.a. des FAB-
Typs M4 und M5 berichtet (Hentrich M, 2000).
Zu den am besten untersuchten Leukämie- und AML-auslösenden Umweltfaktoren zählen Röntgen- und
ionisierende Strahlen, wie sie nach Radiotherapie des Morbus Bechterew (Darby SC, 1987), nach
Anwendung von Thorotrast als Röntgenkontrastmittel (Janower ML, 1972), sowie nach dem
Atombombenabwürfen in Hiroshima und Nagasaki (Ichimaru M, 1978), als auch nach dem Reaktorunfall in
Tschernobyl im Jahre 1986 (Mole RH, 1991) beobachtet wurden. Ein etwas erhöhtes Erkrankungsrisiko zeigte
sich auch nach Anwendung des Antibiotikums Chloramphenicol (Cohen HJ, 1973) und des NSARs
Penylbutazon (Friedman GD, 1982).
Ein besonderes Problem stellen in der modernen Onkologie sekundäre AML-Erkrankungen dar, die infolge
einer Chemotherapie mit oder ohne Radiotherapie einer anderen Neoplasie mit einer Häufigkeit von 10-
15% auftreten. Dabei werden ursächlich die Gruppe der alkylierenden Substanzen (Mechloretamin,
Cyclophosphamid, Busulfan, Chlorambucil, BCNU, CCNU) von Substanzen mit Wirkung auf die DNS-
Topoisomerase II (Etoposid, Teniposid, Anthracycline) unterschieden. V.a. nach Therapie mit
Cyclophosphamid des Morbus Hodgkins (Pedersen-Bjergaard J, 1984), mit Teniposid oder Etoposid der ALL
im Kindesalter (Pui CH, 1989), mit Chlorambucil bei Polycythämien (Kwong YL, 1996) und mit Melphalan bei
Myelomen (Cuzick J, 1987) wurde eine erhöhte AML-Inzidenz berichtet. In diesen Fällen geht üblicherweise
bis zum Ausbruch der AML eine myelodepressive Phase voraus.
2.1.4. Pathogenese
Um die Pathogenese der AML verstehen zu können, muss auf die spezifischen Eigenschaften der AML-Zellen
eingegangen werden:
Bei der AML handelt es sich, wie bei den meisten Krebserkrankungen, um eine genetische Erkrankung, d.h.
es findet eine meist postzygotische, genetische Transformation statt, die die Eigenschaften der ursprünglich
gesunden Zelle beeinflusst. Viele dieser veränderten Gene sind in die Regulation von Zellwachstum,
Ausreifung oder Apoptose involviert. Sie werden als Proto-Onkogene bezeichnet. Meist blockieren diese
Protoonkogene die Funktion sog. Transskriptionsfaktoren, über die die hämopoetische Differenzierung
gesteuert wird (z.B. AML1/ETO). Bei ca. 30% der AML-Patienten werden Mutationen der ras–Protoonkogene
gefunden (Needleman SW, 1986; Farr CJ, 1988), das in die Vermittlung wachstumsfaktorabhängiger Signale
(GTP-Stoffwechsel) involviert ist (Satoh T, 1991). Ebenso findet man bei 20-30% der AML-Zellen Mutationen
des Wachstumsfaktorsrezeptors FL-R, was zur ligandunabhängigen Stimulation des Rezeptors und
Apoptoseresistenz der Zellen führt (Kiyoi H, 1999). Durch zytogenetische Untersuchungen konnten
spezifische, nicht zufällige, klonale, chromosomale Aberrationen bei der AML nachgewiesen werden und
durch molekularbiologische Analyse der Chromosomenbruchpunkte weitere spezifische Gene nachgewiesen
werden. Eine Übersicht hierzu gibt Tab. 2.1.3.1.
Weiterhin handelt es sich bei der AML um eine klonale Erkrankung: Im Gegensatz zu den gesunden
Blutzellen stammen die AML-Zellen alle von einer einzigen, genetisch veränderten hämopoetischen
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Vorläuferzelle ab (Fialkow PJ, 1987). Selten sind auch oligoklonale Fälle berichtet worden (Schmetzer H,
1993) .
Während bei der chronisch myeloischen Leukämie die (genetisch transformierte) Ursprungszelle immer eine
pluripotente Stammzelle ist (Fialkow PJ, 1967), kann sich die AML aus verschiedenen Reifungsstufen der
myeloischen Stammzellreihe entwickeln. 2/3 aller AML-Zellen stammen von reiferen, hämopoetischen
Vorläuferzellen als die pluripotenten Stammzellen ab. Diejenigen AML –Fälle, die ihren Ursprung in den
pluripotenten Stammzellen haben, scheinen v.a. bei älteren Patienten und bei Patienten mit sekundärer
Leukämie und/oder vorausgegangenem MDS aufzutreten (Fialkow PJ, 1981 und 1987). Dies erklärt die
klinische, morphologische, immunphänotypische und molekulare Heterogenität der AML.
Nur eine kleine Anzahl hochproliferativer, sich selbst regenerierender leukämischer Ausgangszellen
(sog. leukämische Stammzellen) produzieren eine große Anzahl unreifer, nicht funktionstüchtiger
Leukämiezellen, die das KM ausfüllen und die normale Hämopoese verdrängen (=klonale Expansion) (Köffler
HP, 1980). Je höher der Grad der Selbsterneuerungskapazität in vitro der AML-CFU ist, desto prognostisch
ungünstiger wird der Verlauf der Erkrankung gesehen (McCulloch EA, 1982). Funktionelle Zellzyklusanalysen
zeigten, dass sich nur ca 30% (oder weniger) der klonogenen AML-Blasten in der
chemotherapiesensiblen S-Phase befinden. Dieser Anteil kann allerdings durch die Gabe von
Wachstumsfaktoren verstärkt werden (Cannistra SA, 1989).
Die meisten AML-Zellen benötigten Zytokine wie z.B. GM-CSF, G-CSF, IL-3, IL-1 um zu proliferieren. Einige
AML-Zellen besitzen eine autokrine HGF-Produktion, so dass sie in vitro auch unabhängig von extern
zugeführten HGFs proliferieren können (Young DC, 1986 & 1987; Kaufman DC 1988).
Tab. 2.1.4.1. Genetische Veränderungen bei der AML
Chromosomen-Aberration Molekulargenetische Veränderung FAB-Typ Häufigkeit aller
zytogenetisch
untersuchten Fälle
[%]
+8 alle Subtypen 3.3
-7 sAML 1.3
+21 Alle Subtypen 0.6
+11 Alle Subtypen 0.4
+9 Alle Subtypen 0.6
-Y Alle Subtypen 0.4
-5 GM-CSF, IL3, Il4, M-CSF sAML 1.0
t(8;21) Fusionsgen AML1/ETO M2 mit Auerstäbchen, M2 eo 8.3
t(15;17) RARa-Gen M3/ M3v (APL) 8.3
del(16q) und/oder inv(16) Fusionsgen CBFß/MYH11 M4eo 2.9
11q23- Aberration Rearrangement des MLL-Gens M5, auch M4
sAML
2.9
12p Aberration M2eo, M4eo, sAML 1.5
5q- und 7q-Aberrationen meist an Zytokin-Genen sAML 1.3
t(9;22) bcr/abl M1 oder M2 0.6
t(6,9) Fusionsgen DEK-CAN M2, M4 mit Basophilen 0.2
Andere 20.2
t translokation, del Deletion, sAML sekundäre AML, eo eosinophil, FAB French American British
2.1.5. Mechanismen verminderter Immunantwort
Normalerweise erkennt und bekämpft das körpereigene Immunsystem in den Körper eingedrungene
Mikroorganismen ebenso wie im Körper entstandene Krebszellen. Man unterscheidet dabei zelluläre von
humoralen Mechanismen. Zu den humoralen Mechanismen werden die von B-Zellen gebildeten Antikörper,
sowie Zytokine und Komplementfaktoren gezählt. Bei der Tumorabwehr spielen B-Zellen eine eher
untergeordnete Rolle, obwohl tumorspezifische Antigene von Tumorzellen gebildet und mit Hilfe von
Antikörpern bekämpft werden (Lloyd KO, 1989). Zur bei der Tumorabwehr bedeutenderen zellulären Abwehr
zählen T-Zellen, die mit antigenpräsentierenden Zellen zusammenarbeiten (Harrison BD, 2001) und natürliche
Killer (NK-) Zellen (Archimbaud E, 1992; Oblakowski P, 1990).
T-Zellen besitzen auf ihrer Oberfläche den sogenannten T-Zell-Rezeptor (TZR) zur Antigenerkennung. Dabei
unterscheidet man Zellen, die den alpha/beta TZR tragen und einen Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC-)
restringierten Erkennungsmechanismus des Antigens aufweisen (Hirano N, 1996), von T-Zellen mit einem
delta/gamma-TZR, der Antigene auch in nicht MHC-restringierter Form erkennen kann. Zytotoxische (CD8+)-
T-Zellen erkennen v.a. MHC-I präsentierte Antigene und T-Helfer-(CD4+)-Zellen erkennen v.a. MHC-II
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präsentierte Antigene. MHC-II kommt v.a. auf professionell antigenpräsentierenden Zellen vor und wird erst
nach Aktivierung dieser Zellen auf der Oberfläche exprimiert. Nahezu alle kernhaltigen Zellen besitzen
dagegen MHC-I-Moleküle auf ihrer Oberfläche. Werden also Fremdantigene, wie sie z.B. bei der AML durch
mutierte Genprodukte entstehen, auf MHC-I auf der Oberfläche präsentiert, so werden sie durch den TZR
einer naiven T-Zelle erkannt. Eine effektive T-Zell-Antwort ist allerdings an das Vorhandensein bestimmter
Adhäsions- und kostimulatorischer Moleküle gebunden, zu denen LFA-3, ICAM-1, B7-1 und B7-2 und NCAM
auf der antigenpräsentierenden Zellen gehören, die an CD2, LFA-1, CD28 und NCAM auf den T-Zellen
binden (Bruserud O, 1999). Ohne kostimulatorischen Kontakt werden die T-Zellen in einen anergen Zustand
versetzt und es erfolgt keine effektive T-Zell-Antwort mehr, auch bei späterer Stimulation von CD28 (Allison
JP, 1995). Die Kostimulation der T-Zelle bewirkt zum einen die Produktion von IL-2 und zum andern eine
erhöhte Expression von IL-2-Rezeptoren auf der Oberfläche der T-Zelle, wodurch sich die aktivierte T-Zell
autokrin zur Proliferation stimuliert. Bei externer Zugabe von IL-2 benötigen die T-Zellen meist kein
kostimulatorisches Signal für ihre Aktivierung. Die jetzt aktivierten T-Lymphozyten weisen eine höhere
Expression an CD2 und LFA-1 auf, so dass sie auch an Zellen binden können die weniger ICAM-1 oder
LFA-3 exprimieren. Ein weiteres kostimulatorisches Signal ist von Zellen, die das erkannte Antigen auf ihrer
Oberfläche exprimieren, jetzt nicht mehr notwendig, um die Zielzelle zu lysieren. T-Effektor-Zellen können
zum einen durch die Sekretion von Toxinen (IFNa/ IFNß) die Zielzelle lysieren, zum anderen durch die
Produktion von Fas-Ligand den programmierten Zelltod der Zelle induzieren. T-Helfer-Zellen sezernieren
meist Zytokine, die die Aktivierung von B-Zellen (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10), Makrophagen (TNF gamma, LT, TNF-
beta), zytotoxischer T-Zellen (IL-2) fördert und die Produktion von Abwehrzellen im KM (GM-CSF und IL-3)
steigert. Professionell antigenpräsentierende Zellen, wie z.B: dendritische Zellen (DC) können aufgrund ihrer
hohen Expression von MHCI- und MHCII-, sowie kostimulatorischer Moleküle und Adhäsionsmoleküle
besonders effektiv eine T-Zellaktivierung hervorrufen (Harrison BD, 2001)
NK-Zellen stellen ca. 10-15% der Gesamtpopulation der mononukleären Zellen des peripheren Blutes dar
und lassen sich als große lymphatische Zellen mit deutlich erkennbaren, intrazellulären Granula von anderen
lymphatischen Zellen unterscheiden. NK-Zellen exprimieren neben einigen anderen T-Zell-Antigenen auf ihrer
Oberfläche den Fc?-Rezeptor III (CD16), der auf der Zelle gebundene Immunglobuline erkennt (Opsonine),
den Rezeptor Ly49, über den körpereigene MHC-Moleküle auf den Zielzellen erkannt werden und dessen
Aktivierung das Töten der Zielzelle verhindert, und einige, ebenfalls für die Aktivierung wichtige
Adhäsionsmoleküle, wie NCAM (CD56), LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b) und – allerdings nur eine
Untergruppe - auch CD2. TZR-ähnliche Strukturen, die ein spezifisches Antigen erkennen, besitzen NK-Zellen
dagegen nicht. NK-Zellen besitzen die Fähigkeit, bestimmte Tumorzelllinien ohne vorherige Stimulation und
ohne MHC-Restriktion in vitro effektiv zu lysieren. Sie können auf eine Vielzahl biologischer Reagenzien mit
einer erhöhten zytotoxischen und proliferativen Aktivität antworten. Vor allem Tumorzellen, die nicht
mindestens ein MHC-Allel exprimieren, werden von den NK-Zellen zerstört. Es gibt auch Hinweise darauf,
dass NK-Zellen die Einführung neuer Peptide in körpereigene MHC-I-Moleküle erkennen. Sie sind darüber
hinaus in der Lage, bestimmte Zytokine, wie IL-2, IFN? und TNF zu produzieren und reagieren rasch und
effektiv auf biologische Wachstumsfaktoren mit einer Erhöhung ihrer Anti-Tumoraktivität und verstärkter
Zytokinproduktion. NK-Zellen scheinen normalerweise das Wachstum und die Differenzierung von
Stammzellen zu regulieren (Fardoun-Joalland D, 1994). Die nicht antigen-spezifische Unterscheidung
zwischen malignen und gesunden Stammzellen wird über die Adhäsionsmoleküle LFA-1, Mac-1 und CD2 auf
der Oberfläche der NK-Zellen und deren Liganden (ICAM 1-3, LFA-3) auf der Oberfläche der Tumorzellen
reguliert (Oblakowski P, 1991, Raspadori D, 1993). Daher können möglicherweise reifere Tumorzelllinien, die
MHC exprimieren, einer NK-Zell-Reaktion entgehen. Bei der AML konnte eine verminderte NK-Zell-Aktiviät
nachgewiesen werden (Foa R, 1991). In vitro konnte das klonogene Wachstum von Leukämiezellen durch
NK-Zellen und v.a. LAK-Zellen vermindert werden (Braun S, Schmetzer H, 2000a und 2000b,  Savary CA,
1989. ). Dabei erhöhte die Gabe von GM-CSF die Expression von ICAM-1 auf der Zelloberfläche der AML-
Blasten und IL-2 die Expression von LFA-1 auf den NK-Zellen, was zu einer Verstärkung des
antileukämischen Effekts bei der AML führte (Bendall LJ, 1995). In vitro konnten durch anti-LFA-3 Antikörper
die gesunden Stammzellen geschützt werden (Oblakowski P, 1991).
Trotz des sehr vielschichtig wirkenden Immunsystems können AML-Zellen der Immunantwort entgehen.
Dafür gibt es mehrere Möglichkeiten (Bruserud O, 1999): Nur einige der genetischen Transformationen bei
der AML erzeugen mutierte oder fusionierte Peptide, wie z.B. das RARa- und das bcr-abl-Fusionsprotein, die
auf MHC-Molekülen als tumorspezifische, körperfremde Antigene präsentiert werden können. Obwohl bei
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diesen Patienten spezifische T-Lymphozyten nachgewiesen werden konnten, erfolgte keine effektive T-Zell-
Antwort. Dies könnte an einer verminderten Expression kostimulatorischer Moleküle auf den AML-Blasten
liegen. B7-1 konnte kaum, B7-2 bei ca. 20% der AML-Fälle nachgewiesen werden (Brouwer RE, 2001). Auch
eine verminderte ICAM-1 Expression und erhöhte Spiegel von löslichem sICAM-1 vermindern die Bindung
von T-Lymphozyten und NK-Zellen. AML-Blasten können zudem selbst FAS-Ligand, TGFbeta und sIL-2-R
produzieren und den Zelltod der adhärierenden, FAS-exprimierenden T-Zelle bewirken bzw. die Immunanwort
schwächen oder inhibieren.
2.1.6. Diagnostik und Klassifikation
Im Blutbild kann die Leukozytenzahl normal, erhöht (20% der Patienten mit >100.000 Leukozyten/µl) oder
erniedrigt (17% der Patienten mit <5000 Leukozyten/µl) sein. Meist besteht eine Anämie mit einem Hb-Wert
<10g/dl und eine Thrombozytopenie mit <50.000 Thrombozyten/µl (Southam CM, 1951). Im Blutausstrich
zeigen sich bei 93% der Patienten in der Regel mehr als 50% leukämischer Blasten neben reifen
Granulozyten. Das Knochenmark ist in der Regel stark hyperzellulär, die Blasten des entsprechenden
Zellklons überwiegen. Voraussetzung für die Diagnose der AML ist ein mindestens normozelluläres Mark mit
einem Blastenanteil von mindestens 30%.
Für das weitere therapeutische Vorgehen ist zum einen die Abgrenzung der AML von akuten lymphatischen
Leukämien entscheidend. Zum anderen stellt die AML selbst eine sehr heterogene Gruppe dar, sodass
biologische Subtypen mit differierendem klinischen Erscheinungsbild und unterschiedlicher therapeutischer
Beeinflußbarkeit sowie Prognose abgegrenzt werden müssen. Die weitere Diagnostik beruht auf der
Klassifikation mittels ätiologischer, morphologischer, zytochemischer, immunologischer, zyto- und/oder
molekulargenetischer Merkmale. Dabei erfolgt die endgültige Einteilung der Subklassifikationen durch eine
Kombination dieser verschiedenen Merkmale.
2.1.6.1. Unterscheidung nach der Ätiologie: Die primäre und sekundäre
AML
Man unterscheidet die sekundäre von der primären AML als eigene, sich abgrenzende Entität. Die primären
Leukämien (pAML) sind mit der de novo AML gleichzusetzen. Die sekundären Leukämien (sAML) umfassen
zum einen die Gruppe der Zweitneoplasien nach vorangegangener Radio- und/oder Chemotherapie eines
anderen Malignoms, zum andern entwickeln sie sich aus einem mehr als sechs Monate bestehenden
myelodysplastischem Syndrom oder einer anderen myeloproliferativen Erkrankung (Karp JE, 1997). Als
auslösende Chemotherapeutika gelten DNS-toxische Substanzen, die die Topoisomerase II hemmen oder zur
Gruppe der Alkylantien gehören (siehe auch Kapitel 2.1.3). Die durch Gabe von Alkylantien hervorgerufene
AML und die sich aus einem MDS hervorgegangene AML haben häufig Gemeinsamkeiten: Eine
präleukämische Phase mit Dysplasie aller drei Zelllinien des KM, zytogenetische Aberrationen meist am
kurzen Arm des Chromosoms 5 oder 7 und eine meist schlechte Prognose. Der durch Inhibitoren der
Topoisomerase II induzierten sAML geht dagegen keine präleukämische Phase voraus und man findet häufig
die t(11q23)-Aberration.
Die sAML stellen ca. 10-20% aller AML-Fälle dar. Die Inzidenz nimmt aufgrund der höheren Lebenserwartung
und der erfolgreicheren Behandlung von Primärtumoren zu. Insgesamt liegt der Altersmedian in der sAML-
Gruppe (Median: 63 Jahre) höher als bei der pAML- Gruppe (Median: 57 Jahre), wobei insgesamt mehr
Frauen als Männer betroffen sind. In der Literatur wird eine im Vergleich zur pAML niedrigere CR–Rate von
36% bis 55% gefunden. Die durchschnittliche Überlebensdauer von 7 Monaten bei der sAML ist allerdings mit
der bei der pAML vergleichbar und die Prognose korreliert eher mit den zugrundeliegenden zytogenetischen
Aberrationen (Pagano L, 2001; Hoyle CF, 1989).
2.1.6.2. Klassifikation nach Morphologie, Zytochemie, Immunphänotyp und
Zytogenetik
Zytomorphologische und zytochemische Methoden beruhen auf der lichtmikroskopischen Beurteilung der
Zellen des Knochenmarksausstriches. Die klassische Färbung mit der panoptischen May-Grünwald-Giemsa-
Färbung nach Pappenheim erlaubt die Beurteilung der Zellmorphologie und eventueller Zelleinschlüsse wie
Granula oder Auer-Stäbchen. Die mit zytochemischen Verfahren nachweisbaren Enzymaktivitäten
(Myeloperoxidase MPO, unspezifische Esterase NSE) oder Glykogen (PAS-Färbung) helfen bei der weiteren
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Differenzierung der Zellen. Auf der Synopsis dieser Befunde beruht die klassische FAB (French-American-
British)-Klassifikation der akuten Leukämien (Bennet JM, 1976 & 1985).
5-20% der AML-Fälle (M0, M6 und M7, biphänotypische Leukämien) sind allerdings mit nur morphologischen
und/oder zytochem ischen Verfahren schwierig zu beurteilen. Hier gewinnt die Immunphänotypisierung ihre
diagnostische Bedeutung. Mit Hilfe spezifischer Fluorochrom-markierter Antikörper können spezifische
Antigene auf der Oberfläche der AML-Blasten mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Mit Hilfe
der Immunphänotypisierung können Linienzugehörigkeit und Reifegrad der Blasten festgestellt werden. Die
Linienzugehörigkeit zur myeloischen Zellreihe wird anhand des immunologischen Nachweises der MPO
festgestellt. Weitere typisch panmyeloische Marker sind CD13, CD33, CD65. Zur Definition des
immunologischen Subtyps werden der monozytären Reihe CD64 und CD14, der granulozytären CD15,
CD16 und LF, der erythrozytären Glykophorin A, der thrombozytären CD41 und CD61, den NK-Zellen CD16,
CD56 und CD57 zugeordnet. Reifegradassoziierte Antigene sind CD34, HLA-DR und CD117.
Zytogenetische Untersuchungsmethoden weisen chormosomale Aberrationen nach und legen weitere
diagnostische und auch prognostisch relevante Entitäten (siehe Kap. 2.1.7.2.) fest. Bestimmte
Karyotypanomalien sind häufig mit spezifischen klinischen und morphologischen Subtypen der AML
assoziiert. Die Translokation t(15;17) kann bei fast allen Leukämien des FAB-Typs M3 oder M3v,
unterschiedliche Aberrationen des langen Armes des Chromosoms 16 bei denen des FAB-Typs M4eo
nachgewiesen werden. Die Chrom osomenaberration t(11q23) wird häufig bei der sAML nach Anwendung von
Epipodophyllotoxin-Derivaten gefunden, Veränderungen am Chromosom 5 und 7 werden ebenfalls häufig bei
sAML gefunden und gehen meist mit einer Trilineage-Dysmyelopoese einher.
Durch Immunphänotypisierung konnte eine präzisere Typisierung morphologisch und zytochemisch nur
schwer einzuordnender AMLs erreicht werden. Durch die Zytogenetik konnten darüberhinaus zusätzlich
klinisch und prognostisch relevante Untergruppen definiert werden und so die klassische FAB-Klassifikation
sinnvoll ergänzt werden. Die derzeitige Klassifikation der deutschen AML Cooperative Group (CG) stellt
eine Erweiterung der FAB-Klassifikation und ihrer NCI-Version (Cheson BD, 1990) mit immunphänotypischen
und zytogenetischer bzw. molekulargenetischer Marker dar (Ludwig WD, 1993). Die in dieser Arbeit
definierten FAB-Typen wurde mit Hilfe dieser Klassifikation festgelegt (Tab. 2.1.6.2.1)
Eine weitere internationale Klassifikation, die Morphologie, Immunologie und Zytogenetik vereint und häufig
Anwendung findet, stellt die MIC-Klassifikation dar.
Erläuterungen zu Tab. 2.1.6.2.1:
Morphologie der AML-Blasten gemäß Konsens (Bennet JM, 1985):
Typ I-Blasten:  traditionelle Myeloblasten
Typ II-Blasten : enthalten zusätzlich bis zu 15 feine azurophile Granula
Typ III-Blasten: enthalten relativ zahlreiche azurophile Granula, einen konzentrisch gelegenen Kern und
kein erkennbares Golgi-Feld.
Neoplastische Promyelozyten: deutlich verstärkte azurophile Granulation (feingranulär bei Subtyp M3v) und
häufig einzelne bis zahlreiche Auerstäbchen (`faggots´). Die Kerne sind oft zweigelappt.
Monoblasten: voluminöses, mittel basophiles Zytoplasma und Pseudopodien.
Promonozyten: cerebriforme Kerne, ein gräuliches Zytoplasma und feine azurophile Granula
Megakaryoblasten: stark polymorph, teils klein, zytoplasma-arm mit dichtem Chromatin, teils größer mit
prominenten Nucleoli und angelagerten Thrombozyten. Erkennung ist nur mittels Immunmarkern möglich.
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Tab. 2.1.6.2.1. Klassifikation der AML nach der deutschen AML-Cooperative Group.
ZytochemieFAB-
Subtyp
Zelltyp Anteil des
Zelltyps
Auer-
stäb-
chen
MPO NSE
Immunmarker Karyotyp-
anomalie
(Häufigkeit)*
Fusions-
gen
M0
(undifferenzi
erte
myeloische
Leukämie
undifferenziert = 90% nicht
erythroide
Zellen
- <3% - CD13, 33, 65,
MPO
inv(3q26), t(3;3)
selten (1%)
EVI1
M1
(undifferen-
zierte Myelo
blastenleuk
ämie)
Blasten Typ I
und II
= 90%  nicht
erythroide
Zellen
-/+ =3% - t(19;22) selten BCR/ABL
M2
(Myeloblast-
enleukämie
mit geringer
Differen-
zierung)
Blasten Typ II
und III
30-89%  nicht
erythroide
Zellen
+ =3% - CD 15, 19, 56 t(8;21) häufig
(40%)
t(6;9) selten (1%)
AML1/ETO
DEK/CAN
M3
(promyelo-
zytäre
Leukämie)
Neoplastische
Promyelozyten
Überwiegend ++ >3% -/+ CD15 und HLA-
DR negativ
M3v
(feingranu-
läre, pro-
myelozytäre
Leukämie)
Neoplastische
Promyelozyten,
feingranulär
Überwiegend -/+ >3% -/+ CD15 und HLA-
DR negativ
t(15;17) regelmäßig
(98%),
t(11;17) selten
(1%),
t(5;17) selten (1%)
PML/RARa
PLZF/RARa
NPM/RARa
Blasten Typ I-III >20% nicht-
erythroide
Zellen
-/+ =3%M4
(myelomono
-zytäre
Leukämie) Monoblasten/
Promonozyten/
Monozyten
>20% nicht-
erythroide
Zellen
-/+ >20%
++
11q23 (20%)
inv (3q26), t(3;3)
selten (3%)
t(6;9) selten (1%)
MLL
EVI1
DEK/CAN
M4Eo Wie M4 +
Eosinophilie mit
abnormen
Eosinophilen
wie M4 -/+ wie M4 CD2, 14, 15 inv(16), t(16;16)
häufig (80%)
CBFB/
MYH11
M5a
(monozytäre
Leukämie)
Monoblasten =80% nicht-
erythroide
Zellen
- <3% ++ CD13 negativ
CD14 negativ
MLL/AF9
M5b Promonozyten
und Monozyten
=80% nicht-
erythroide
Zellen
-/+ =3% ++ CD14, 15
11q23 teilweise
(20%)
t(9;11) teilweise
M5b mit
Phagozytose
=80% nicht-
erythroide
Zellen
-/+ =3% ++ CD14, 15 t(8;16) typisch
(2%)
MOZ/CBP
Blasten Typ I-III = 30% nicht-
erythroide
Zellen
-/+ =3%M6
(Erythroleu -
kämie)
Erythroblasten,
oft mit
Dysmyelopoese
=50%
insgesamt
-/+ +
M7
(megakaryo
-zytäre
Leukämie)
=30%
megakaryo-
zytäre Blasten
=30%
insgesamt
- <3% + CD41, 61 Trisomie 8,
t(1;22) selten (5%) unbekannt
M variabel -7/7q-
M variabel mit
Dysmyelopoese
-5/5q-
M variabel mit
Dysmyelopoese
Komplexe
Anomalie
M variabel mit
Dysmyelopoese
t(11q23)
POX Myeloperoxidase, NSE nicht-spezifische Esterase, t Translokation, inv Inversion,
*Häufigkeit der Aberration innerhalb des jeweiligen FAB-Typs
(Tabelle in Anlehnung übernommen aus Hämatologie/Onkologie “Akute myeloische Leukämie“ v. Büchner T, 1997)
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2.1.6.3. Diagnostik der minimalen Residualleukämie
Bei der minimalen Residualleukämie (MRD, minimal residual disease) befindet sich der Patient klinisch und
zytomorphologisch in einer Vollremission. Sensitivere Untersuchungsmethoden, wie Immunphänotypisierung,
FISH und PCR, können jedoch residuelle Leukämiezellen im Knochenmark noch nachweisen. Der Nac hweis
von MRD ist nur dann möglich, wenn der Immunphänotyp, die Chromosomenaberrationen oder das
Genrearrangement des ursprünglichen Leukämieklons bekannt ist und sich diese Veränderungen nicht auf
gesunden Knochenmarkszellen nachweisen lassen. Für genrearrangierte Fälle bietet sich die sehr sensitive
RT-PCR an, um residuelle Leukämiezellen (sog. PCR-Rezidiv) nachzuweisen. Bei fehlenden chromosomalen
oder genrearrangierten Nachweismöglichkeiten spielt die Erkennung aberranter Antigenexpressionen auf
residuellen Leukämiezellen mittels Durchflusszytometrie eine wichtige Rolle. Mit einer Detektionsgrenze von
10-3 – 10-4 Blasten stellt die Durchflusszytometrie eine sehr sensible Methode dar (Campana D, 1995 & 1999).
In Abhängigkeit von der Menge residueller Leukämiezellen im KM weisen AML-Patienten eine erhöhte
Rezidivwahrscheinlichkeit und ein kürzeres Gesamtüberleben auf (San Miguel JF, 2001). Bisher gibt es nur
wenig leukämiespezifische Marker, aber mittels Drei-Farben-Durchflusszytometrie lassen sich Antigen-
Kombinationen auf AML-Zellen nachweisen, die sich auf gesunden KM-Zellen normalerweise nicht befinden
und womit sich wenig leukämische Zellen im Knochenmark nachweisen lassen (Danhauser-Riedl S, 2000).
2.1.7. Prognosekriterien
2.1.7.1. Allgemeine Prognosekriterien
Einige funktionelle Parameter konnten bei der AML prognostische Bedeutung erlangen: Ein prognostisch eher
ungünstiger Verlauf wird bei hohen initialen Leukozytenzahlen, einer Serum-LDH >700 U/l, einem Lebensalter
>60 Jahre, bei fehlender Blastenreduktion nach initialer Chemotherapie, bei autonomem Koloniewachstum in
vitro und bei Nachweis einer minimalen Residualerkrankung in Remission beobachtet.
2.1.7.2. Zytogenetische Risikogruppen
Die AML stellt eine sehr heterogene Gruppe bezüglich Klinik und Verlauf dar. Ziel einer Klassifikation ist es
daher, Subtypen herauszuarbeiten, die aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften eine unterschiedliche
Prognose haben und daher unterschiedlich therapeutisch beeinflusst werden müssen. Mittels zytogenetischer
Untersuchungen konnten verschiedene genetische Transformationen bei der AML festgestellt werden, die
aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften in prognostisch günstige, intermediäre und schlechte
Prognosegruppen zusammengefasst werden können (Mrozek K, 1997). Tabelle 2.1.7.2.1. zeigt die Einteilung
der AML-Fälle mit Karyotypanomalien in Prognosegruppen. Klinisch charakterisiert wird die günstige
Prognosegruppe mit einer Wahrscheinlichkeit von 70% für 5-jähriges Überleben und 80% für das Auftreten
einer kompletten Remission nach Induktionstherapie. Die intermediäre Risikogruppe beinhaltet 60% des
gesamten Patientenkollektives und ihr entspricht eine 5-Jahres-Überlebens-Wahrscheinlichkeit von 40%. In
der schlechten Prognosegruppe liegt die Wahrscheinlichkeit für 5-jähriges Überleben unter 20%, die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer kompletten Remission nur bei 55%. Sie wird weiterhin durch ein
schnelleres Auftreten eines Rezidivs nach erster Remission charakterisiert.
Tab. 2.1.7.2.1. Zytogenetische Risikogruppen
Risikogruppe Karyotypanomalien
Gute Prognose: t(15;17); t(8;21);inv/t (16)
Schlechte Prognose: del(5q), del(7q), -5,-7,
inv/t(3), del /t (11q23)
komplexer Karyotyp (=3 Aberrationen)
Intermediäre Prognose: normaler Karyotyp, verbleibende Aberrationen.
t Translokation, del Deletion, inv Inversion
Bei der Prognosebeurteilung spielt natürlich die Wahl der Therapieform eine entscheidende Rolle, so hat z.B.
die AML-M3 nur aufgrund der spezifischen Therapie mit ATRA eine so hohe Heilungschance. Fälle mit t(8;21)
profitieren v.a. von der wiederholten Applikation mit Hochdosis ARA-C (Byrd JC, 1999). Da aber nur ca. 50-
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60% aller Leukämien chromosomale Veränderungen aufweisen, besteht ein Bedarf an zytogenetisch
unabhängigen Prognosekriterien.
2.1.8. Therapie
2.1.8.1. Chemotherapie nach der Münsteraner Gruppe (AML-CG)
Ziel jeder Behandlung der AML ist das Erreichen und Erhalten einer kompletten Remission (CR). Die
Therapie gliedert sich in eine Induktions-, Konsolidierungs- und Erhaltungsphase auf. Dabei ist die Art der
Induktionsbehandlung und Post-Remissionsbehandlung, sowie die zeitliche Abfolge der verschiedenen
Therapieabschnitte, als auch Art und Zeitpunkt der integrierten KMT Inhalt zahlreicher Studien. Die in die
Bewertung der Ergebnisse dieser Arbeit eingeflossenen AML-Fälle wurden nach dem Therapieprotokoll der
German AML-Cooperative-Group behandelt (AML-CG-Protokoll), so dass dieses hier kurz vorgestellt werden
soll:
Die Induktionstherapie setzt sich aus der Gabe von Cytosin-Arabinosid (AraC), Daunorubicin und 9-
Thioguanin (TAD) zusammen. Noch in der Chemotherapie-bedingten Aplasie wird am Tag 22 mit der Re-
Induktion mit AraC und Mitoxantron (HAM) oder wieder TAD begonnen. Diese Doppelinduktion erhöht zwar
die Remissionsrate nicht, allerdings kann die Remissionsdauer und das rezidivfreie Überleben verbessert
werden. Signifikante Unterschiede zwischen der TAD/TAD- und der TAD/HAM- Doppelinduktion zeigten sich
nicht, wobei die TAD/HAM –Gruppe etwas besser abschnitt. Die Notwendigkeit einer Konsolidierungstherapie
nach Erreichen der Remission ist für eine längere rezidivfreie Überlebenszeit unbestritten: In der AML-CG-
Studie wird eine Frühkonsolidierung mit TAD durchgeführt. In der anschließenden 2-3 Jahre dauernden
Erhaltungtherapie (Spätkonsolidierung) werden nochmals 4 Zyklen Chemotherapie mit AraC und
Daunorubicin oder Thioguanin oder Cyclophosphamid wechselnd durchgeführt. Jeder Zyklus führt wieder zu
einer Zytopenie des Patienten.
Bei der akuten Promyelozytenleukämie (APL) wird zusätzlich Al-trans-Retinsäure (ATRA) verabreicht.
ATRA hat eine spezifische, ausreifende Wirkung auf die APL-Blasten. Durch das Überangebot von ATRA
werden die durch die Zusammenlagerung der Gene RARa und PML entstandene Korepression des für die
Differenzierung verantwortlichen DNA-Stranges aufgehoben und die APL-Blasten reifen innerhalb 4-5
Wochen aus. Durch ATRA alleine wird aber in der Regel keine stabile Remission erreicht. Zur Heilung ist die
Kombination mit einer potenten Chemotherapie erforderlich (TAD/HAM) (Lengfelder E, 2001).
2.1.8.2. Knochenmarkstransplantation
Zur Postremissionstherapie gehört auch die Knochenmarkstransplantation (KMT). Man unterscheidet die
allogene von der autologen KMT. Bei der allogenen KMT finden sich zwei Arten von KM-Spendern: HLA-
identische, verwandte Spender oder unverwandte Spender bzw. HLA-differente Verwandte. Der Stellenwert
der KMT ist beim Auftreten eines Rezidivs bzw. in zweiter Remission unbestritten. Bei der Indikationsstellung
zur allogenen KMT in erster Remission spielt die Prognose des Patienten eine entscheidende Rolle. Die
durch KMT deutlich gesenkte Rezidivrate muss mit dem erhöhten Risiko lebensbedrohlicher Komplikationen
abgewogen werden. Die autologe Stammzelltransplantation nach myeloablativer Therapie und intensivierter
Konsolidierungstherapie zeigte ebenfalls eine signifikant verminderte Rezidivrate (bei ebenfalls erhöhter
Mortalität und nicht verbessertem Gesamtüberleben). Durch verbesserte Methoden des Aufreinigens des
Stammzellapheresesatzes könnte diese Methode noch verbessert werden. Dazu sind spezifische Marker für
AML-Blasten hilfreich.
2.1.8.3. Klinische Bedeutung von Zytokinen und Adhäsionsmolekülen
Mit der klinischen Anwendung von Zytokinen lassen sich die biologischen Eigenschaften von gesunden
Knochenmarkszellen und AML-Blasten beeinflussen. Werden Zytokine nach Chemotherapie eingesetzt, wird
v.a. deren Effekt auf gesunde Knochenmarkszellen zur Verkürzung der Zytopeniephase oder zur
Stammzellmobilisation gewünscht. Werden Zytokine vor oder während Chemotherapie eingesetzt, soll durch
den proliferationssteigernden Effekt auf AML-Blasten die Toxizität der verabreichten Chemotherapeutika
gesteigert werden (`Priming´). Bei allen Anwendungszeitpunkten gilt es zu beachten, dass die verabreichten
Zytokine sowohl gesunde als auch maligne Zellen stimulieren können. In neueren, immunbiologischen
Therapieansätzen wird versucht, durch Zytokine die Oberflächen- und Adhäsionseigenschaften der Zellen zu
verändern und dadurch die AML-Blasten für Abwehrzellen sensibler zu machen.
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Wirkung auf gesunde hämopoetische Zellen:
Problem bei der Behandlung der AML ist die lange, panzytopenische Induktionsphase, die vor allem ältere
Patienten aufgrund von Infektionen und/oder Blutungen nicht überleben. Es werden deshalb mittlerweile
routinemäßig Granulozyten- und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende-Faktoren (G-CSF und
GM-CSF) als Supportivmedikamente eingesetzt. Unter G bzw. GM-CSF-Gabe nach oder während
Chemotherapie zeigte sich eine Verkürzung der Neutropeniephase um 5 bis 7 Tage, dabei war in den
ersten Monaten das Gesamtüberleben der Patienten (>55J) verbessert. Ein Einfluss auf die Remissionsdauer
konnte nicht beobachtet werden (Rowe JM, 1995). In der bisher umfangreichsten Studie wurde eine
verminderte Krankenhausaufenthaltsdauer, weniger Infektionen und damit auch ein verminderter
Antibiotikaverbrauch nach G-/GM-CSF-Behandlung festgestellt (Heil G, 1995). In komplizierten klinischen
Fällen, bei denen eine schnellere und effektivere hämatologische Rekonstiution erwünscht ist oder bei denen
G/GM-CSF allein in vorausgegangenen Therapien keinen Benefit erbrachte, werden Kombinationen von
verschiedenen Wachstumsfaktoren angewendet: z.B. wurde nach Applikation von SCF und G-CSF eine
schnellere hämopoetische Rekonstitution nach myeloablativer Chemotherapie beobachtet (Hunt, 1992,
Yan XQ, 1994). Die Gabe von IL-3 allein zeigte in der Verkürzung der Neutropeniephase eine weniger
effiziente Wirkung als GM-CSF allein. Die Kombination der beiden Zytokine erzielte in einigen, aber nicht allen
Studien einen früheren Anstieg der Thrombozyten (Eder M, 1997). Die Applikation von Interleukin-6 in
Kombination mit GM-CSF befindet sich noch in Phase I der klinischen Studien, wobei sich eine wesentliche
Verkürzung der Neutropeniephase ebenfalls noch nicht abzeichnete (Bracho F, 2001).
Weiteres Einsatzgebiet hämopoetischer Wachstumsfaktoren ist die Stammzellmobilisation zur autologen
KMT. Auch hierzu werden vor allem G- und GM-CSF verabreicht. Sie bewirken sowohl eine
Wachstumssteigerung als auch eine Veränderung der Adhäsionsmolekülexpression bei den zu
mobilisierenden Stammzellen. Es wird ein bis zu 18-facher Anstieg von mobilisierten Stammzellen in der
Peripherie beobachtet (Kronenwett R, 2000). Bei bereits mehrfach vorbehandelten Patienten, bei denen die
Mobilisation mit G-oder GM-CSF allein keinen Erfolg erzielte, werden Zytokinkombinationen eingesetzt. Die
Kombination von IL-3 mit GM-CSF steigerte die Zahl der CD34 positiven Zellen bis um das 22-fache im
peripheren Blut (Eder M, 1997). Auch die Kombination von SCF und G-CSF zeigte einen deutlich höheren
Anstieg mobilisierter Stammzellen in der Peripherie als G-CSF alleine (McNiece IK, 1994, Elwood NJ, 1996).
Eine FL-Applikation bewirkt eine Mobilisation dendritischer Zellen bis um das 20-fache (Fong L, 2001).
Schließlich hat GM-CSF auch antimikrobielle Eigenschaften, indem es die Phagozytose von Candida
albicans durch Makrophagen fördert und so in der Neutropeniephase gegen Pilzinfektionen schützt (Rowe
JM, 1996).
Wirkung auf AML-Blasten:
Durch G/GM-CSF-Gabe vor Chemotherapie sollen ruhende AML-Blasten in die chemotherapeutika-sensible
S-Phase gebracht werden. Dieser Vorgang wird als `Priming´ bezeichnet (Cannistra, 1989). In mehreren
bisher durchgeführten Untersuchungen konnte bisher kein eindeutig benefitbringender Einfluss auf die
Remissionsrate, Frühtodesrate, Überlebenszeit und Inzidenz von Infektionen festgestellt werden (Rowe JM,
1999). Es wurde sogar eine verlängerte Thrombopeniephase beobachtet, da auch normale hämopoetische
Vorläuferzellen durch das Priming gegenüber der Chemotherapie sensibilisiert wurden (Büchner T, 1995).
Auch IL-3 wurde zum Priming bei Rezidivpatienten (n=10) eingesetzt, zeigte aber ebenfalls keine eindeutig
verbesserte Remissionsrate und Remissionsdauer (Eder M, 1997).
In vitro wurde nach GM-CSF-Gabe eine erhöhte, intrazelluläre AraC- Konzentration und damit auch eine
Erhöhung dessen Toxizität auf AML-Blasten gefunden (Hiddemann W, 1992; Reuter C, 1994). Diese
Variationen des AraC-Metabolismus scheinen allerdings klinisch nicht relevant zu sein (Jahns-Streubel G,
1995). Über den Zytokineffekt auf die Wirkung von Daunorubicin werden ebenfalls divergierende Ergebnisse
berichtet: GM-CSF, G-CSF und IL-3 scheinen die Sensitivität der Blasten gegenüber Daunorubicin zu
erhöhen (Santini 1990). Andere zeigten, dass GM-CSF und IL-3 die AML-Zellen gegen die Daunorubicin-
induzierte Apoptose schützen (Kaplinsky , 1996). Bei einigen Fällen der Promyelozytenleukämie konnte in
vivo durch G-CSF eine zunehmende Differenzierung der unreifen Blasten beobachtet werden (Katayama N,
1998). Durch die Wachstumsstimulation der CSFs auf AML-Blasten in vitro wurde auch ein leukämogener
Effekt in vivo vermutet, der aber in allen bisher durchgeführten Studien nicht bestätigt werden konnte und
damit unwahrscheinlich erscheint (Johnson PR, 1997).
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Wirkung auf die Tumorabwehr
IL-2 bewirkt eine Stimulation von T-Zellen und NK-Zellen und es erhöht die Expression von LFA-1 auf den
NK-Zellen, was zu einer Verstärkung des antileukämischen Effekts bei der AML führt (Oblakowski P, 1991).
Bei Rezidiv-Patienten, deren Knochenmark nicht stark mit leukämischen Blasten infiltriert war, konnte durch
Therapie mit rekombinantem IL-2 eine Remission induziert werden (Maraninchi D, 1998). Bei Patienten,
denen eine rIL-2-Therapie nach Erreichen der ersten Remission verabreicht wurde, konnte eine verlängerte
Remissionsdauer und ein verlängertes Gesamtüberleben beobachtet werden (Cortes JE, 1999).
Grundlage für neue Therapiekonzepte bilden sog. Tumor-Vakzinierungen, wodurch die körpereigene
Immunantwort gegen AML-Zellen gesteigert werden soll. Dazu werden in vitro durch Stimulation von AML-
Zellen mit IFNalpha, IFNgamma, IL-4+GM-CSF, SCF+FL+TNFalpha dendritischen Zellen mit hoher
Expression kostimulatorischer Moleküle gezüchtet (Bruserud O, 1999), die geeignetere Stimulatoren für eine
tumorspezifische T-Zell-Antwort als die AML-Zellen selbst darstellen (Gluckman JC, 1997, Choudhury AA,
1998, Harrison BD, 2001).
Viele weitere Zytokine können in vitro die Adhäsionseigenschaften von AML-Blasten verändern. Die klinische
Relevanz ist bislang unklar.
2.2. Die Rolle der Adhäsionsmoleküle und der Zytokinrezeptoren
Die Ursache der AML ist eine genetische Transformation. Diese Transformation bewirkt eine Veränderung der
Eigenschaften der myeloischen Progenitorzellen im Sinne einer Störung der Proliferation und Differenzierung
(klonale Expansion unreifer Vorstufen), als auch Lokalisation (periphere Leukozytose, extramedulläre
Manifestationen)
Das gesunde Knochenmarksstroma bildet das für die einzelnen Zelllinien spezifische, hämatopoetische
Mikromilieu, in welchem hämatopoetische Progenitorzellen proliferieren, differenzieren und entsprechend
dem physiologischen Bedarf an das periphere Blutsystem abgegeben werden können. Die Regulation von
Wachstum und Differenzierung obliegt sogenannten Zytokinen, hämatopoetischen Wachstumsfaktoren
(HGF, hematopoietic growth factors). Sie werden von den Stromazellen (parakrin), aber auch von den
hämopoetischen Zellen selbst (autokrin) produziert und ihre Wirkung hängt von der Anwesenheit sowie der
Affinität spezifischer Zytokinrezeptoren auf den Progenitorzellen ab. Die hämatopoetischen Zellen in dem für
sie geeigneten Mikromilieu zu halten bzw sie in die Peripherie zu entlassen, ist schließlich Aufgabe der
Adhäsionsmoleküle, die wiederum an spezifische Rezeptoren des Knochenmarkstromas binden.
2.2.1. Aufbau des Knochenmarks
Das KM ist der Hauptort der Hämopoese, die sich beim Gesunden in den kurzen und platten Knochen
abspielt. Es setzt sich aus Zellen der Hämopoese, Stromazellen und der extrazellulären Matrix zusammen
und stellt ein dynamisches, hochproliferatives Funktionsorgan dar, dessen einzelne Bestandteile in
komplexen Mechanismen miteinander kommunizieren und interagieren.
2.2.1.1. Die Zellen der Hämopoese
Ursprung aller Zelllinien der Hämopoese sind pluripotente, hämopoetische Stammzellen, die die Fähigkeit
zur Selbsterneuerung besitzen. Die Stammzellen des KM stehen in dynamischen Austausch mit den in der
Peripherie zirkulierenden Stammzellen. In Abhängigkeit vom Mikromilieu des KM und vom Einfluß bestimmter
Wachstumsfaktoren entstehen determinierte Vorläuferzellen der lymphatischen oder der myeloischen
Zellreihen. Eine Übersicht über die verschiedenen Reifungsstufen der Hämopoese und die Bedeutung der
einzelnen Zytokine gibt Abbildung 2.2.1.1.1.
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Da es sich bei der AML um eine Störung der myeloischen Differenzierungslinie handelt, die in jeder
Reifungsstufe beginnen kann, soll hier kurz die Zellreifung am Beispiel der Granulopoese dargestellt werden,
wobei betont werden muß, daß auch die anderen myeloischen Zelllinien betroffen sein können. Der Teilung
der zunehmend granulopoetisch determinierten Stammzellen muß eine Reihe von n? 2n Teilungen erfolgen,
deren Anzahl unterschiedlich, aber begrenzt ist. Sie bilden `colony-forming-units´ (CFU-GEMM, CFU-GM,
CFU-G). Die Teilungsschritte sind mit einer annähernd parallelen Differenzierung der Zellen verbunden. Die
teilungsfähigen Zellelemente (Myeloblasten, Promyelozyten, Myelozyten) bilden den Proliferationspool. Ab
einem bestimmten Differenzierungsstadium (ab Metamyelozyt) finden keine Zellteilungen, sondern nur noch
Zellreifungsprozesse statt. Diese Zellen befinden sich im sogenannten Reifungspool des KM. Werden die jetzt
reifen Zellen nicht in der Peripherie benötigt, warten sie im sogenannten Reservepool auf den Austritt ins
periphere Blut, der durch humorale Signale vermittelt wird (z.B. IL-1). Die Aufenthaltsdauer der kurzlebigen
Granulozyten im Blut ist 6-10 Stunden, beim Übertritt ins Gewebe (z.B. bei Entzündungen) 3-5 Tage.
2.2.1.2. Das Knochenmarksstroma
Zu den Stromazellen des KM zählen die Osteoblasten und –klasten, Fettzellen, Retikulumzellen,
Endothelzellen, Makrophagen und T-Lymphozyten. Sie bilden zum einen durch ihre Oberflächenstrukturen,
zum anderen durch die Produktion von Zytokinen und der extrazellulären Matrix das für die Hämopoese
geeignete Mikromilieu. Das grobe Gerüst des Knochenmarks bildet die Knochenspongiosa, in dessen Höhlen
und Kammern sich das feine Netz der Retikulumzellen befindet. Während die fibroblastischen Retikulumzellen
ein Netzwerk zwischen den Kapillaren/Sinus und dem Endost bilden, begleiten die histiozytären
Retikulumzellen den Lauf der Kapillaren und Sinus als sogenannte Uferzellen und haben phagozytierende
Eigenschaften. Osteoblasten, Retikulumzellen und Fettzellen stammen von multipotenten KM-Stroma-
Stammzellen ab und stellen ein äußerst variables phänotypisches System dar. So können ruhende Fettzellen
je nach physiologischem Bedarf in myelosupportive Fibroblasten und umgekehrt differenzieren (Bianco P,
2000). Stroma-Stammzellen können aber im Gegensatz zu den hämopoetischen Stammzellen altern und
haben nicht die unbegrenzte Eigenschaft zur Selbsterneuerung, so dass die verminderte Hämopoese im Alter
auf ein Altern des KM-Stromas und den damit verminderten supportiven Eigenschaften zurückgeführt wird.
Die Blutversorgung des KM geschieht durch die Knochenwand hindurch (Vasa nutricia). Nach Eintritt in die
Markhöhle verlieren sich die Arteriolen und arteriellen Kapillaren in ein weitmaschiges Geflecht venöser
Sinus mit fenestrierten Endothelien. In den Endothelien der Sinus werden ebenfalls Zytokine produziert.
Zwischen den Blutgefäßen des Knochenmarks und den Maschen des retikulären Bindegewebes besteht
keine offene Verbindung, so dass die Endothelzellen eine wichtige Barrierefunktion einnehmen. Zur
Transmigration von Zellen ins periphere Blut bzw. beim Homing von Stammzellen aus dem peripheren Blut
ins Knochenmark müssen die Zellen via Adhäsionsmolekülen bzw. Liganden der Adhäsionsmolekülen auf
Endothel- und Vorläuferzellen miteinander kommunizieren.
Auch die extrazelluläre Matrix hat Einfluss auf die unterschiedliche Verteilung der Zytokine bzw. der
Verteilung der entsprechenden CFU im Knochenmark (Long WM, 1992). Sie wird von Endothel- und
Fibroblasten gebildet, setzt sich aus Glykoproteinen (Kollagen I, III, IV, V, VI, Fibronectin, Laminin,
Thrombospondin und Hemonektin) und Proteoglycanen (Hyaluronsäure, Chondroitin-, Dermatan- und
Heparinsulfat) zusammen. Diese Matrixmoleküle können mehrere Bindungsregionen für verschiedene
Adhäsionsmoleküle der Zellen der Hämopoese haben und sind wichtiger Bestandteil des Mikromilieus. Zum
Beispiel reagiert die RGD-Region des Fibronektins mit ß1-Integrinen (D´Souza et al, 1991), Hyaluronsäure mit
CD44 (Miyake K, 1990). Frühe Progenitorzellen adherieren über das ß2-Integrin CD11b und/oder CD45 an
Heparansulfat (Gordon MY, 1988), das diesen IL-3 und GM-CSF präsentiert. (Roberts R, 1988; Deirdre R,
1994). Binden Promyelozyten an Heparansulfat, so reifen diese aus (Luikart SD, 1990).
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2.2.2. Die Rolle der hämopoetischen Zytokinrezeptoren
Für einen geordneten und an den physiologischen Bedarf angepassten Ablauf der Hämopoese ist eine genau
abgestufte Kommunikation zwischen den einzelnen oben aufgeführten Zell- und Stromakomponenten
notwendig. Diese Aufgabe übernehmen Zytokine - von Zellen freigesetzte lösliche Protein- und Glykoprotein-
Botenstoffe. Zytokine stellen den Oberbegriff für eine funktionell und strukturell sehr heterogene Gruppe an
Zellmediatoren dar. Sie spielen ein Rolle bei der Immunantwort, bei Entzündungsreaktionen, Wundheilung
und sind u.a. auch bei der Embryogenese beteiligt (Arai KJ, 1990, Henschler 1993). Bei der Hämopoese
spielen v.a. die Zytokine eine Rolle, die auch als sog. hämatopoetische Wachstumsfaktoren (HGF)
bezeichnet werden. Sie koordinieren die Selbsterneuerungskapazität der hämatopoetischen Stammzellen,
stimulieren die Proliferation und Ausreifung determ inierter Vorläuferzellen und beeinflussen die Funktion der
Effektorzellen des peripheren Blutes. Mittlerweile stehen rekombinante Zytokine für in vitro und in vivo Studien
zur Verfügung und machen funktionelle Untersuchungen der Zytokinwirkungen erst möglich.
Die Regulation der physiologischen Zytokinbildung und -freisetzung erfolgt auf der Ebene der
Proteinneusynthese, die bei entsprechender Stimulation (z.B. physikalische Reize, proinflammatorische
Substanzen, Bindung eines korrespondierenden Antigens) aus der Zelle freigesetzt werden („Burst“). Die
Zytokinwirkung ist einerseits abhängig von der zellulären Verteilung spezifischer Zytokinrezeptoren, deren
Expressionshöhe und Affinität ebenfalls reguliert werden, und andererseits vom funktionellen Repertoire,
über das die Rezeptor tragende Zelle verfügt. Bei hohem Affinitätsstatus des Zytokinrezeptors können bereits
sehr niedrige Zytokinkonzentrationen einen biologischen Effekt auslösen. Entsprechend der Lokalisation der
Rezeptoren kann die Wirkung autokrin, parakrin oder endokrin sein. Die intrazelluläre
Signaltransduktion erfolgt über Kaskaden von Phosphorylierungsreaktionen (Tyrosinkinasen), die
letztendlich im Zellkern zu einer Aktivierung oder Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren führen. In der Regel
bedingt die Kombination mehrerer an der Zielzelle angreifender Zytokine die in vivo Antwort der Zelle.
Ebenso findet man bei der normalen Hämopoese entsprechend der Linienzugehörigkeit und des
Reifestadiums der Zellen spezifische HGF-R-Expressionsmuster (Wognum 1996, Shinjo 1997, Cannistra
1990). Aus diesem mehrfach regulierten, mit komplexen Wechselwirkungen zusammenhängenden System
wird klar, dass aus der Expression eines Zytokinrezeptors innerhalb einer bestimmten Zellgruppe nicht
unmittelbar auf dessen Wirkung bzw. biologische Relevanz geschlossen werden kann.
Die in dieser Arbeit vorgestellten Zytokinrezeptoren werden in den nachfolgenden Abschnitten einzeln
vorgestellt.
2.2.2.1. SCF-R (CD117)
Der Stammzellfaktor-Rezeptor (SCF-R; Syn. c-kit, CD117) ist ein transmembraler T yrosinkinaserezeptor, der
eine ähnliche Struktur wie der M-CSF-, flt 3- und der PDGF-Rezeptor aufweist. Er besteht extrazellulär aus 5
Immunglobulin-ähnlichen, ligandspezifischen Domänen und ist über eine transmembrale Region intrazellulär
mit einer Tyrosinkinase verbunden, die bei erfolgter Ligand-Rezeptorbindung eine Phosphorylierungskaskade
in Gang setzt. Ligand des SCF-R ist der Stammzellfaktor (SCF). Er wird von Stromazellen, Fibroblasten und
Endothelzellen produziert. Der Genort des SCF-R-Protoonkogens liegt beim Menschen auf dem Chromosom
4q11-34, der des SCF auf dem Chromosom 19q13.3-13.4.
Lokalisation: Bei der normalen Hämopoese findet sich eine hohe Expression von SCF-R v.a. auf den
unreifen myeloiden Vorläuferzellen (Stammzellen und CFUs) (65% der CD33+, 73% auf HLA-DR+, 50%
auf CD34+ Zellen). Mit zunehmender Differenzierung nimmt die SCF-R –Expression analog zur CD34-
Expression ab (Escribano L, 1998, Wognum AW, 1996). Innerhalb der erythrozytären und megakaryozytären
Zelllinie ist der SCF-R häufig, während er innerhalb der granulomonozytären Zelllinie geringer exprimiert ist.
Reife Mastzellen, deren Vorstufen und Thrombozyten sind generell SCF-R positiv, während reife
Erythrozyten, neutrophile Granulozyten und Monozyten SCF-R negativ sind. Innerhalb der Lymphopoese
findet sich SCF-R auf proT-Zellen und NK-Zellen. B-Zelllinien, sowie reife T-Zellen sind c-Kit negativ (Lyman
SD, 1998). Auf den meisten AML-Blasten wird der SCF-R ebenfalls exprimiert. In der größten
Übersichtsarbeit von Bene MC et al (1998) wurden 1.103 AML-Patienten untersucht und der SCF-R als
typisch myeloischer Marker in die Routinediagnostik mitaufgenommen.
Funktion: In vitro führte die Zugabe von SCF allein nur zu einer geringen Proliferationssteigerung gesunder
KM-Progenitorzellen, erst zusammen mit FL und anderen Zytokinen ließ sich eine Proliferationsteigerung
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erzielen. Eine funktionierende SCF und SCF-R-Bindung erhöht die Affinität der ß-2 –Integrine VLA-4 und
VLA-5, über die die hämopoetischen Progenitorzellen an Fibrobnektin und VCAM binden.(Broudy VC, 1996,
Papyannopoulou T, 1998, Avraham H, 1992). Binden die Zellen via SCF-R an membrangebundenen SCF so
hat er auch eine direkte adhärierende Wirkung (Kodama H, 1994). In vivo bewirkt die Applikation von SCF
einen Anstieg der Neutrophilen und einem leichtem Anstieg der Lymphozyten im peripheren Blut. Ein Anstieg
CD34+-Zellen wurde zwar nicht in der Peripherie, aber dafür im KM beobachtet (Tong J, 1993).
SCF konnte in vitro auch die Proliferation von AML-Blasten fördern (Broudy VC, 1992). Eine Korrelation
zwischen der Höhe der Rezeptorexpression und dem Affinitätsstatus des Rezeptors mit dem
Wachstumsverhalten konnte nicht nachgewiesen werden. SCF scheint, ebenso wie GM-CSF die Apoptose zu
supprimieren (Caceres-Cortes J, 1994), wobei er (zusammen mit GM-CSF und TNF) ohne Zelladhäsion an
das Knochenmarkstroma nur in 50 % der Fälle die Lebensdauer der Zellen verlängern kann.
Klinische Relevanz: Eine Kombination von SCF und G-CSF bei der Stammzellmobilisation zeigt einen
deutlich höheren Anstieg mobilisierter Stammzellen in der Peripherie als mit G-CSF alleine (McNiece IK,
1994, Elwood NJ, 1996). Desweiteren wurde nach Applikation von SCF und G-CSF eine schnellere,
hämopoetische Rekonstitution nach myeloablativer Chemotherapie beobachtet (Hunt, 1992, Yan XQ, 1994).
Nomdedeau et al (1999) zeigten, dass die Expression von SCF-R als myeloischer Marker v.a. bei der
biphänotypischen AML eine signifikant höhere Spezifität als CD33 und CD13 hat. Die Kombination von SCF-
R mit anderen myeloischen Markern wie CD11b und CD15 können für die Diagnose einer MRD verwendet
werden (Macedo A, 1995). Einige Leukämien zeigen aber auch eine Überexpression von SCF-R, so dass in
diesen Fällen die Überexpression oder der erneute Anstieg von SCF-R in Remission als Verlaufsparameter
einer MRD verwendet werden kannn. Keine generelle Übereinstimmung herrscht in der Literatur, ob die SCF-
R-Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Gadd SJ, 1985; Reuss-Borst MA, 1994; Lauria F;
1995. Schwartz S, 1999).
2.2.2.2. FL-R (CD135)
Ebenso wie SCF-R ist auch der FL-Rezeptor (Syn. flt3-R, flk2-R, Stk-1, CD135) ein transmembraner
Tyrosinkinaserezeptor. Der Name stammt von einer dem G-CSF-Rezeptor (c-fms) ähnlichen DNA-Sonde, mit
der der flt3 (fms-like tyrosine kinase 3) entdeckt wurde. Ligand des flt3-R ist FL (Flt3-Rezeptor-Ligand), der in
den Stromazellen fast aller Gewebe produziert wird, am meisten aber in den mononuklären Zellen des
peripheren Blutes. Genort des FL-R ist Chromosom 13q12, der des FL auf Chromosom 19q13.3-13.4.
Lokalisation: Bei der normalen Hämopoese findet sich eine hohe Expression des FL-R überwiegend auf den
unreifen, myeloiden Vorläuferzellen mit Präferenz der granulomonozytären Zellreihe, wobei die Höhe
der Expression mit zunehmender Differenzierung der Zellen abnimmt. Zellzyklusanalysen zeigen, dass der
FL-R vor allem auf aktivierten, nicht ruhenden Stammzellen exprimiert wird (Zeigler FC, 1994; Orlic D, 1993).
Außerdem scheint der FL-R im Laufe der Zellreifung schon früher als der SCF-R auf der Zelloberfläche der
Progenitorzellen zu verschwinden. Der FL-R wird innerhalb der megakaryozytären Zelllinie nur wenig und
innerhalb der  erythrozytären Zelllinie überhaupt nicht exprimiert. ProB und PräB-Zellen sind dagegen
abnehmend mit zunehmendem Reifestadium FL-R positiv, während T-Zellen, deren Vorstufen sowie NK-
Zellen FL-R negativ sind (Brasel K, 1995; Meierhoff G, 1995; DaSilva N, 1994). Bis auf einige wenige FL-R-
positive Subpopulationen der Monozyten und Granulozyten (Rappold I, 1997) sind alle reifen Zellen der
Hämopoese FL-R-negativ.
Auch auf AML-Blasten aller FAB-Gruppen wird der FL-R häufig exprimiert (Meierhoff G, 1995; DaSilva N,
1994, Drexler HG, 1996, Lyman SD, 1998, McKenna HJ, 1996, Carow CE, 1996, Birg F, 1992, Stacchini A,
1996, Piacibello W, 1995). Aufgrund kleiner Fallzahlen konnten bisher innerhalb der verschiedenen FAB-
Gruppen keine spezifischen Unterschiede festgestellt werden.
Funktion: Wie auch der SCF führt die in vitro Stimulation mit FL allein nur zu einer geringen
Proliferationssteigerung von hämopoetischen Progenitorzellen. Erst zusammen mit SCF und anderen
Zytokinen läßt sich eine Wachstumssteigerung erzielen. Da man davon ausgeht, dass der FL-R auf einer
früheren Entwicklungsstufe als der SCF-R abgebaut wird, scheint die Stimulation des FL-R (allein) die
Vorläuferzellen auch in einem früheren Entwicklungsstadium zu halten (Shah AJ, 1996). Entsprechend der
Rezeptorverteilung beeinflußt FL in vitro die Megakaryopoese nur wenig, die Erythropoese überhaupt nicht.
(Turner AM, 1996, DaSilva N, 1994; Meierhoff G, 1995). Dagegen scheint FL aber Bedeutung (zusammen mit
GM-CSF, IL4, TNF) in der Generierung von dendritischen Zellen (DC) aus AML-Blasten zu haben
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(Maraskovsky E, 1995). Im Mausversuch konnte durch die Gabe von FL die Zahl der hämopoetischen
Progenitorzellen im Blut um das ca.10-fache (Brasel K, 1996, Link DC, 2000) erhöht werden und in ersten
klinischen Studien bewirkte die Applikation von FL einen Anstieg von DCs um das 20-fache in der Peripherie
(Fong L, 2000).
Auch AML-Zellen proliferieren größtenteils nach Stimulation mit FL in vitro und FL zeigte additive und
synergistische Effekte mit anderen HGFs. Trotz Expression des FL-R auf der Zelloberfläche reagierten aber
auch einige AML-Zellen nicht auf FL-Stimulation, wohl aber auf andere HGFs (Stacchini A, 1996, Piacibello
W, 1995). So kann man von der Höhe der FL-R Expression nicht unmittelbar auf das Verhalten der AML-
Zellen unter FL-Stimulation schließen. In 20% aller AML-Fälle findet sich eine internale Tandem-Duplikation
der juxtamedullären Domäne des FL-R-Gens (Yokota S, 1997). Der mutierte FL-R phosphoryliert
ligandunabhängig T yrosinreste und diese Mutation scheint weniger für die Initiation als für die Progression der
AML verantwortlich zu sein. Damit geht die internale Tandemduplikation des FL-R mit einer schlechten
Prognose der AML einher (Kiyoi H, 1999; Kottaridis PD, 2001). Meyer C et al (1999) zeigten, dass FL die
Apoptose von AML-Zellen verhindert und dadurch das Leben der AML-Zellen verlängert.
Klinische Relevanz: Der Nachweis einer FL-R-Tandemduplikation gilt als ungünstiger Prognoseparameter bei
der AML. Auch bei der Trisomie 19 liegt eine Überexpression des FL-R-Gens vor und dies scheint für die bei
der Trisomie 19 sich häufig entwickelnden hämatologischen Neoplasien verantwortlich zu sein. In neueren
Therapiekonzepten wie Anti-Tumor-Vakzinierungen spielt die Züchtung von DCs eine Rolle. Mit Hilfe von FL
differenzieren aus AML-Zellen DC in vitro und in vivo bewirkt nur FL einen Anstieg von DC im Blut.
2.2.2.3. IL-3-R (CD123)
Der Interleukin-3-Rezeptor (IL-3-R) ist heterodimer aufgebaut. Er besteht aus einer ligandspezifischen a-Kette
und einer signaltransduzierenden ß-Kette (CD131), die er mit dem GM-CSF-R und dem IL-5-Rezeptor
gemeinsam hat. Die intrazelluläre Signaltransduktion erfolgt über Rekrutierung von zur Gruppe der scr-
Proteine gehörenden Tyrosinkinasen und/oder JAK2-Proteinkinasen.
Der Ligand des IL-3-R ist das Interleukin-3 (IL-3), das von aktivierten T-Lymphozyten,
Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen sezerniert wird. Das die a-Kette des IL-3-R
kodierende Gen IL3RA liegt neben dem des GM-CSF-R–Gen auf der pseudoautosomalen Region der
Geschlechtschromosomen, das IL-3-kodierende Gen ist auf 5q31-q33 lokalisiert.
Lokalisation: Ähnlich wie beim SCF-R findet sich eine hohe Expression des IL-3-R v.a. auf den unreifen
Vorstufen der normalen Hämopoese. Die höchste Expression wird auf den myelomonozytären und B-
lymphozytären Vorstufen gefunden. Mit zunehmender Differenzierung der Zellen nimmt die Expression von
IL-3-R ab. Lediglich bei den basophilen Granulozyten ist sogar ein Anstieg der IL-3-R-Expression zu
beobachten (Wognum AW, 1996). Jardan CT (2000) zeigte, dass sich im normalen Knochenmark in der den
Stammzellen zugeordneten (CD34+CD38-) - Population <1% IL-3-R-positive Zellen befinden.
Im Gegensatz zur gesunden Stammzellpopulation sind bei der AML 98% der unreifen Blasten positiv für die
a-Kette des IL-3-R, nicht aber für die ß-Kette. Aufgrund von Implantationsversuchen dieser Zellen in SCID-
Mäuse, die dann an einer AML erkrankten, konnten diese Zellen sog. leukämischen Stammzellen zugeordnet
werden (Jardan CT, 2000). Koubek K et al (1998) stellten v.a. bei den unreiferen FAB-Typen M0 und M1 eine
erhöhte IL-3 Expression fest.
Funktion: In vitro bewirkt eine IL-3-Stimulation zusammen mit anderen Zytokinen eine Proliferation aller CFUs
der myeloiden Zellreihe. Somit hat IL-3 das breiteste Wirkungsspektrum aller CSFs. Obwohl nicht alle Zellen
den IL-3-R exprimieren werden sie doch durch indirekte Effekte von IL-3 zur weiteren Differenzierung durch
andere Wachstumsfaktoren rekrutiert. So stimuliert IL-3 die Sekretion von IL-6 und IL-6 induziert umgekehrt
wiederum die Expression von IL-3-R auf diesen Zellen (Sachs L, 1996).
Auch auf AML-Blasten wurde in vitro eine Proliferationssteigerung des malignen Klons beobachtet, wobei
nicht alle Zellen, die positiv für den IL-3-R waren, auch auf IL-3-Stimulation reagierten (Budel LM, 1989;
Tsuzuki M, 1997, Nowak R, 1999). Die meisten Blasten sind allerdings negativ für die signaltransduzierende
ß-Kette und bei funktionellen Tests der leukämischen IL-3-R positiven Stammzellen wurde beobachtet, dass
die Stimulation mit IL-3 nicht zu der sonst üblichen intrazellulären Signaltransduktion führt (Jordan CT, 2000).
Ebenso wie GM-CSF schützt IL-3 die AML-Blasten vor dem programmierten Zelltod und kann die toxische
Wirkung von Anthrazyklinen wie z.B. Daunorubizin in vitro vermindern. Auf der anderen Seite fördert IL-3
wiederum die Aufnahme von AraC in die Zellen und fördert damit auch dessen Toxizität. Zusammenfassend
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kann man zum einen aus der Expression des IL-3-R nicht auf dessen Wirkung schließen und zum anderen
bleibt bislang unklar, ob die erhöhte IL-3-R-Expression auf AML-Blasten Ausdruck einer aberranten
Expression von Transkriptionsfaktoren entspricht oder Bedeutung bei der Pathogenese der AML hat.
Klinische Relevanz: IL-3 wird zusammen mit G- oder GM-CSF zur Verkürzung der Neutropeniephase und
zum Priming eingesetzt.  Bisher zeigte sich jedoch kein eindeutiger Benefit (Eder M, 1997).
2.2.2.4. GM-CSF-R (CD116)
Der Rezeptor für den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF-R) gewinnt ab der
Reifungsstufe der CFUs an Bedeutung. Er  ist heterodimer aufgebaut und besteht aus einer niedrig affinen,
ligandspezifischen a-Kette (=CD116), die erst durch die Verbindung mit der signaltransduzierenden ß–Kette
(hß5=CD131) hochaffin wird. Ligand des GM-CSF-R ist der GM-CSF, der durch zahlreiche Zellen (T-
Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen) nach Stimulation durch Endotoxin
oder Zytokine (z.B. IL-1) synthetisiert und freigesetzt wird. Das die a-Kette des GM-CSF-R kodierende Gen
CDF-RA liegt auf der pseudoautosomalen Region der Geschlechtschromosomen. Der Genort der ß-Kette auf
Chromosom 22q13.1, der des GM-CSF auf dem Chromosom 5q31-q33.
Lokalisation: Die Expression und Bedeutung des GM-CSF-R bei der normalen Hämopoese beginnt auf einer
etwas früheren Reifestufe als die des G-CSF-R. Obwohl GM-CSF-R für die frühe Hämopoese nicht essentiell
ist, lässt sich eine geringe Anzahl von Rezeptoren auch auf den frühen determinierten Vorläuferzellen
nachweisen. Eine rapide Zunahme der Rezeptordichte findet ab der Stufe der myelomonozytären
Vorläuferzellen (CFU-GM) statt, die mit steigender Differenzierung innerhalb der monozytären Zellinie und
etwas weniger in Richtung der granulozytären Zellinie zunimmt. Reife Monozyten, wie auch deren Vorstufen
zeigen eine etwa 4-fach höhere Expression als neutrophile Granulozyten und deren Vorstufen. Auch auf
basophilen und eosinophilen Granulozyten finden sich GM-CSF-Rs – wenn auch in geringerer Zahl. Weder
auf Zellen der Erythropoese, noch auf Zellen der Lymphopoese lassen sich dagegen GM-CSF-Rs
nachweisen (Wognum AW, 1996).
Auch auf AML-Blasten wurden GM-CSF-Rs nachgewiesen (Koubek K, 1998; Lanza F, 1997; Lowenberg B,
1993). Die höchste Expression von GM-CSF-R wurde v.a. auf reiferen AML-Blasten (M4 und M5) festgestellt,
während GM-CSF-R nur selten auf unreiferen Leukämieformen (M0 und M1) exprimiert wurde. In 7% der
Fälle (v.a. in FAB-M5) wurde auch eine Überexpression von GM-CSF-R nachgewiesen (Lanza F, 1997).
Funktion: GM-CSF-Stimulation fördert in vitro die Granulo- und Monozytopoese und nur im geringen Maße
die Erythro- und Megakaryopoese (Gasson JC, 1991, Lieschke GJ, 1992). Desweiteren kann GM-CSF
sowohl die eigene Sekretion, sowie die Sekretion anderer Zytokine wie M-CSF, IL6, IL1 und TNFa
stimulieren (Sachs L, 1996), so dass die Effekte auf die Erythro- und Megakaryopoese eher sekundärer Natur
sind. Auf die Regulation der GM-CSF-Rezeptordichte kann die GM-CSF-Stimulation zwei Effekte haben. V.a.
auf reiferen Zellen der Myelopoese führt sie zu einer Herrunterregulation der GM-CSF-Rs (=Klasse-1-
Rezeptor). Auf unreiferen Vorstufen bewirkt GM-CSF keine Veränderung der Rezeptordichte oder sogar einen
Anstieg der Rezeptorzahl (=Klasse-2-Rezeptoren). Beide Rezeptoren können auch nebeneinander - in ihrer
Verteilung abhängig von der Reifungsstufe - auf den Zellen der Myelopoese vorkommen (Cannistra SA,
1990). Neutrophile, die durch GM-CSF stimuliert wurden, zeigen eine verminderte Migration, eine vermehrte
Freisetzung inflammatorischer Mediatoren und eine verstärkte Phagozytose von Bakterien und Pilzen. Auch
die Oberflächenexpression des Adhäsionsmoleküls CD11b wird nach GM-CSF-Gabe auf neutrophilen
Granulozyten hochreguliert (Cannistra, 1988).
Bei AML-Blasten wurde etwa in der Hälfte der Fälle in vitro eine Proliferationsteigerung des leukämischen
Zellklons, in ca. ¼ der Fälle auch eine Ausreifung der Zellen beobachtet (Faussat-Suberville AM, 1993,
Schmetzer HM, 1999). In vielen AML-Fällen wurde eine autokrine Sekretion von GM-CSF und Stimulation
beobachtet (Rogers SY, 1994). Ca. 2/3 der AML-Fälle reagieren auf GM-CSF-Stimulation mit einer
Herunterregulation der GM-CSF-Rs, 1/3 dagegen mit einer Steigerung der Rezeptordichte (Lanza F, 1997).
Ebenso wie G-CSF schützt GM-CSF AML-Blasten vor dem programmierten Zelltod und vermag daher die in
vitro-Wirkung von Anthrazyklinen wie z.B. Daunorubizin zu vermindern (Sachs L, 1996). Auf der anderen
Seite fördert GM-CSF die selektive Aufnahme von AraC in die AML-Blasten. In vitro führt GM-CSF-
Stimulation zu einer Hochregulierung von ICAM-1 und LFA-3 auf AML-Zellen, wodurch die Zerstörung der
Blasten durch IL-2-aktivierte NK-Zellen gefördert wird (Bendall LJ, 1995; Braun S & Schmetzer H, 2000a &
2000b). Wenn AML-Zellen vor Kontakt mit den aktivierten NK-Zellen mit GM-CSF inkubiert werden, war ihr
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Wachstum in klonogenen Assays vermindert. In vitro können durch Stimulation von AML-Zellen mit IFNa,
IFN?, IL-4+GM-CSF, SCF+FL+TNFa dendritischen Zellen mit hoher B7-1- und auch B7-2-Expression
gezüchtet werden (Bruserud O, 1999). Dendritische Zellen sind geeignetere Stimulatoren der
tumorspezifischen T-Zell-Antwort als die AML-Zellen selbst (Choudhury AA, 1998). In vivo steigt nach
Applikation von GM-CSF die Zahl der Neutrophilen und Monozyten, sowie der Eosinophilen im Blut an. Die
Produktionsrate der Neutrophilen wird auf das 2- bis 3-fache erhöht und deren Lebenszeit im peripheren Blut
von ungefähr 8 auf 48h verlängert. Auch die Mortalität an Pilzinfektionen in der Neutropeniephase nach
Chemotherapie nimmt unter GM-CSF – Gabe ab. Eine Steigerung des Wachstums der Leukämiezellen unter
GM-CSF Applikation scheint in vivo nicht bedenklich zu sein (Rowe JM, 1999).
Klinische Relevanz: Routinemäßig wird GM-CSF - wie auch G-CSF - zur Mobilisation von Stammzellen zur
Verkürzung der Neutropeniephase nach myeloablativer Chemotherapie und zum Priming eingesetzt. Eine
Korrelation zwischen der GM-CSF-R – Expression und dem klinischen Verlauf bei der AML konnte bisher
nicht nachgewiesen werden (Lanza F, 1997).
2.2.2.5. G-CSF-R (CD114)
Der G-CSF-R ist ein homodimerer Rezeptor, der sich aus zwei gleichen aus 7 antiparallel gefalteten ß-Ketten-
Domänen besteht. Sie haben strukturelle Ähnlichkeit mit dem Hämatopoetinrezeptor, der konstanten Domäne
der Immunglobuline und dem Fibronektin (Larsen A, 1990). Anders als die transmembranalen
Tyrosinkinaserezeptoren SCF-R und FL-R wird bei spezifischer Ligand-Rezeptor-Bindung nicht direkt eine
rezeptoreigene Tyrosinkinase aktiviert, sondern die zytoplasmatische Signaltransduktion erfolgt über die
Rekrutierung zur Gruppe der scr-Proteine gehörenden Tyrosinkinasen und der JAK2 Proteinkinasen, die auch
von anderen CSFs rekruitiert werden können (Kishimoto T, 1994). Ligand des G-CSF-R ist G-CSF, ein
glykosyliertes Protein, das von aktivierten Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und auch
Mesothelzellen produziert werden kann. Auslösender Reiz für die Produktion von G-CSF sind z.B. IL1, TNF
und Lipopolysaccharide. Das G-CSF-R kodierende CSF3R-Gen liegt auf dem Chromosom 1p32-35, das Gen
des  G-CSF-R ist auf Chromosom 5 lokalisiert.
Lokalisation: Bei der normalen Hämopoese findet man schon auf primitiven Vorläuferzellen eine geringe
Expression des G-CSF-R. Mit zunehmender Differenzierung dieser Zellen nimmt auch die Höhe der G-CSF-
R-Expression zu (Lund-Johansen F, 1999; Shinjo K, 1997; Wognum AW, 1996). Vor allem innerhalb der
granulozytären Zellinie wird der G-CSF-R mit zunehmender Differenzierung häufig exprimiert, während er
innerhalb der anderen Zellinien der Myelo- und Lymphopoese nicht exprimiert wird. Einzige Ausnahme bilden
reife Thrombozyten (aber nicht auf Megakaryozyten), auf denen wenig G-CSF-Rs nachgewiesen werden
konnten. Der G-CSF-Rezeptor wird auch auf den Zellen des Knochemarkstromas exprimiert. Liu F et al
(2000) zeigten im Mausmodell, dass die Expression von G-CSF-R auf Stammzellen für die Mobilisation nicht
unbedingt erforderlich ist, sondern vielmehr die Stimulation der Stromazellen mit G-CSF indirekt zu einer
Mobilisation der Stammzellen führt.
Auch auf AML-Blasten wurden G-CSF-R nachgewiesen (Motoji T; 1990, Budel LM, 1989, Park LS, 1989, Piao
YF, 1990, Kondo S 1991, Shimoda K, 1992, Koubek, K, 1998, Shinjo K, 1997, Avalos BR, 1998). Die höchste
Expression des G-CSF-R wurde innerhalb der FAB-Typen M2, M3 und M4 beobachtet (Motoji T; 1990, Budel
LM, 1989, Kondo S 1991). Weniger häufig werden G-CSF-Rs auch auf ALL-Zellen gefunden (Shinjo K, 1997).
Auf AML-Blasten, die in vitro auch ohne Zugabe von G-CSF proliferieren, wurde auch eine autokrine
Stimulation der G-CSF-Rs durch von den Blasten selbst produzierten G-CSF gefunden.
Funktion: In vitro stimuliert G-CSF in erster Linie die Granulozytopoese und aktiviert neutrophile Granulozyten
(Demetri G, 1991). G-CSF steigert die Produktionsrate der Neutrophilen bis um das ca. 10-fache und verkürzt
deren Ausreifungszeit von 5 auf 1 Tag. In vivo führt G-CSF fast ausschließlich zu einem Anstieg der
Neutrophilen und weist somit ein engeres, linienspezifischeres Wirkungsspektrum als GM-CSF auf. Bei ca.
der Hälfte aller AML-Fälle bewirkt eine G-CSF-Stimulation in vitro eine Steigerung der Proliferation des
leukämischen Zellklons (Motoij T, 1991). Bei einem AML-Patienten des FAB-Typs-M3 konnte auch in vivo
eine zunehmende Differenzierung der unreifen Blasten beobachtet werden (Katayama N, 1998). Zudem
scheint G-CSF auch die AML-Blasten vor dem programmierten Zelltod zu schützen (Sachs L, 1993),
andererseits fördert es die Aufnahme von Anthracyclinen in die AML-Zelle.
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Klinische Relevanz: G-CSF wird zur Verkürzung der Neutropeniephase nach Chemotherapie, zur Mobilisation
von Stammzellen für eine autologe KMT und zum Priming eingesetzt.
2.2.2.6. gp130-Subunit (CD130)
Im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Rezeptoren stellt die gp130-Subunit keinen ligandspezifischen
Rezeptor dar, sondern sie ist die gemeinsame signaltransduzierende Untereinheit der Rezeptoren von IL-6,
IL-11, LIF(Leukämie-inhibierender-Faktor), CNTF (ziliärer neurotroper Faktor), OSM (Oncostatin) und CCT-
1(Kardiotrophin 1). Bindet das entsprechende Zytokin seinen Liganden kommt es zu einer Assoziation mit der
gp130-Subunit. Eine Dimerisierung von gp130 führt dann zur intrazellulären Auslösung des spezifischen
Signals und durch Aktivierung von JAK-Kinasen wird schließlich die Phosphorylierungskaskade in Gang
gesetzt (Roeb E, 1996). Lösliche Formen dieser Rezeptoren können ihre Ligandspezifität und die Fähigkeit,
die gp130-Subunit  zu aktivieren beibehalten. So können z.B. auch Komplexe aus löslichen IL-6-R und IL-6
die gp130-Subunit aktivieren. Ein stärker wirksames, rekombinantes Fusionsprotein dieser beiden
Komponenten wird Hyper-IL6 (H-IL-6) genannt und kann seine Wirkung direkt an der gp130-Subunit entfalten
(Audet J, 2000). H-IL-6 oder auch physiologisch vorkommende IL-6/IL-6-R Komplexe können daher in
Analogie zu den obigen Ausführungen als „Ligand“ der gp130- Subunit gesehen werden. Sie werden von
AML-Blasten selbst produziert. Die die gp130-Subunit kodierenden Genorte liegen auf Chromosom 5 und 17.
Lokalisation: Die gp130-Subunit ist ubiquitär auf allen Zellen verschiedener Gewebe und Organe lokalisiert.
Auch auf allen Zellen der normalen Hämatopoese läßt sich die gp130-Subunit nachweisen. Dagegen ist die
Expression der ligandspezifischen Rezeptoren stärker determiniert. Auch bei der AML konnte sowohl das Gen
als auch die Expression der gp130-Subunit nachgewiesen werden (Koubek K, 1998, Kimura T, 1999, Inoue K,
1994).
Funktion: Die Zytokine, die ihre Signale via der gp130-Subunit weiterleiten, gehören zur Gruppe der
synergistisch wirkenden Zytokine, d.h. bei nur geringem Effekt auf die Hämopoese allein, können sie v.a. in
Kombination mit CSFs oder auf Stammzellebene wirksamen HGFs zu einer Steigerung der Hämopoese
führen. So führt in vitro die gemeinsame Stimulation von SCF-R, IL-3-R und der gp130-Subunit zu einer
massiven Steigerung der Hämopoese aller drei Zelllinien (Kimura T, 2000). Dabei scheint H-IL-6 in dieser
Kombination nicht nur die Stammzellaktivierung zu erhalten (Audet J, 2000), sondern es kommt ihm v.a. eine
Rolle bei der Differenzierung und Ausreifung der Progenitorzellen zu (Kimura T, 2000). Sowohl die
Granulozyten als auch die Erythrozyten und Megakaryozyten können auch ohne Anwesenheit
linienspezifischer Zytokine wie Erythropoetin und Thrombopoetin und G-CSF durch die Aktivierung der gp130-
Subunit (zusammen mit SCF-R) zur Ausreifung gelangen (Sui X, 1999).
Auch auf das in vitro-Wachstum von AML-Blasten scheint die Signaltransduktion über die gp130-Subunit von
Bedeutung zu sein. Auf der einen Seite können Punktmutationen in N-ras zu einer erhöhten autokrinen
Produktion von IL-6 führen und so das autokrine Wachstum des malignen Zellklons in Verbindung mit dem
ebenfalls auf AML-Blasten regelmäßig exprimierten IL-6-R fördern (Saily M, 1999). Auch die Gabe von IL-6-R
allein stimuliert in vitro das Blastenwachstum. IL-6-R Stimulation auf AML-Blasten in vitro kann deren
Apoptose fördern und somit die Wirkung von Anthrazyklinen verstärken (Rowe,JM 1999). Auch unter IL-11
Stimulation konnte in vitro die klonale Proliferation von AML-Blasten gesteigert werden (Kimura T, 1999). All
diese Effekte wären ohne eine intakte Signaltransduktion über die gp130-Subunit nicht möglich.
2.2.2.7. Funktionelle  Einteilung der  Zytokinrezeptoren
Differenzierung, Proliferation und auch Mobilisation hämopoetischer Zellen hängen von der An- oder
Abwesenheit bestimmter Zytokine und ihrer Rezeptoren ab. Dabei weisen die einzelnen Reifestufen der
Hämopoese eine für sie charakteristische Zytokinrezeptorexpression auf. Entsprechend der Lokalisation ihrer
Zytokinrezeptoren auf den verschiedenen hämopoetischen Entwicklungsstufen lassen sich die Zytokine in
drei funktionelle Gruppen einteilen: Zytokine, die v.a. die Determinierung und Proliferation früher
hämopoetischer Stammzellen beeinflussen werden als „Stammzellfaktoren“ bezeichnet. Zytokine, deren
Wirksamkeit sich v.a. auf der Reifungsstufe der Kolonie-bildenden-Einheiten erstreckt, werden in die Gruppe
der „CFU-wirksamen-Faktoren“ eingeteilt und schließlich werden Zytokine, die allein nur wenig Effekt haben,
die Signale anderer Zytokinrezeptoren aber verstärken und/oder die Zellen dann zur Ausreifung bringen als
„synergistische Faktoren“ bezeichnet. Tab. 2.2.2.1. gibt einen orientierenden Überblick über die hier
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untersuchten HGF-Rezeptoren, deren Lokalisation und Funktion bei der Hämopoese. Anhand der
Zytokinrezeptorexpression bei gesunden KM-Zellen kann auf den Reifegrad und die Linienzugehörigkeit
(granulozytär, monozytär, erythrozytär usw.) der normalen hämopoetischen Zellen geschlossen werden. Dies
scheint bei der AML schwieriger zu sein. Die bisher durchgeführten Untersuchungen der
Zytokinrezeptorexpression auf AML-Blasten weisen eine große Heterogenität auf.
Tab.2.2.2.1:Zytokinrezeptoren und deren Hauptwirkung bei der normalen Hämopoese
CD Rezeptor Hauptfunktion
Stammzell-Faktoren
CD117 SCF-R Proliferation und Aktivierung v.a. unreifer Progenitorzellen und Mastzellen
CD135 FL-R Proliferation und Aktivierung unreifer Progenitorzellen v.a. der
myelomonozytären Zelllinie
Kolonie-stimulierende-Faktoren
CD114 G-CSF-R Proliferation, Differenzierung und Aktivierung neutrophiler Granulozyten
CD116 GM-CSF-R Proliferation, Differenzierung und Aktivierung neutrophiler Granulozyten und
Monozyten, geringerer Effekt auf Erythro- und Megakaryozytese
CD123 IL-3-R Rekrutierung myeloider CFUs für Proliferation und Differenzierung durch
andere Zytokine
Synergistisch- wirkende-Faktoren
CD130 gp130-Subunit Signaltransduzierende Einheit von spezifischen Rezeptoren für IL-6, LIF,
CNTF, Onkostatin, IL-11, CT-1.
Erhaltung der Stammzellaktivierung und Differenzierung zusammen mit
anderen Zytokinen
(Tabelle in Anlehnung übernommen aus Wognum AW, 1996)
2.2.3. Die Rolle der Adhäsionsmoleküle im Knochenmark
Interaktionen der hämopoetischen pluripotenten Vorläuferzellen mit dem Knochmarksstroma spielen eine
wichtige Rolle bei der Hämopoese. Um mit der extrazellulären Matrix Kontakt aufzunehmen, findet sich auf
den Oberflächen der Zellen ein variierendes Angebot von Adhäsionsmolekülen, die intrazellulär mit Tyrosin-
bzw. Serumproteinkinasen verbunden sind. Bindet das Adhäsionsmolekül an seinen spezifischen Ligand, so
erhalten die Zellen wichtige transmembranale Signale für Migration („mobilizing“, „homing“), Wachstum und
Differenzierung. Meist wird die Zell-zu-Zell-Adhäsion nicht durch ein einziges Rezeptor/Liganden-Paar
gewährleistet, sondern in der Regel sind mehrere dieser Bindungspaare für eine stabile und spezifische
Adhäsion notwendig. In Abhängigkeit  von Reifegrad und Differenzierung werden die hämopoetischen Zellen
in einem bestimmten Mikromilieu, das die entsprechenden stimulierenden oder inhibierenden Zytokine bereit
hält, gehalten. Daher werden – analog zu den Zytokinrezeptoren- während der Hämopoese abhängig von
Reifegrad und Differenzierung unterschiedliche Adhäsionsmoleküle auf der Zelloberfläche exprimiert (Clark
BR, 1992). Zytokinwirkung und Zelladhäsion stehen in einem wechselseitigen Abhängigkeitsverhältnis
zueinander: Zum einen werden die Adhäsionseigenschaften der Zellen durch Zytokine moduliert,  zum andern
ist die Adhäsion der Zellen für die Proliferation und damit auch für die Wirksamkeit der Zytokine erforderlich
(Kovach NL, 1995; Levesque JP, 1996).
Da bei der AML nicht nur Proliferation und Differenzierung der Blasten, sondern auch deren Lokalisation
gestört ist, kann dies mit veränderten Adhäsionseigenschaften zusammenhängen. Der veränderte Kontakt
zwischen den Stromazellen und den Knochenmarkszellen kann sowohl zu einem Ungleichgewicht zwischen
stimulierenden und inhibierenden Effekten von Zytokinen führen, als auch ein gestörtes Apoptoseverhalten
bzw einen verminderten Abbau der Blasten durch zytotoxische Zellen bedingen (de Waele M, 1999). Dowding
C (1991) konnte bei der CML bereits nachweisen, dass primitive Vorläuferzellen, die das Philadelphia-
Chromosom trugen, einen Defekt in der Bindungskapazität aufwiesen. Um die Funktion und die Interaktion
der einzelnen Adhäsionsmoleküle bei der AML zu verstehen, sollen diese in den nachfolgenden Abschnitten
einzeln vorgestellt werden.
Aufgrund ihrer Struktur werden vier Gruppen von Adhäsionsmolekülen unterschieden, die Selektine (z.B. L-
Selektin), die ß1- und ß2-Integrine (z.B. VLA, LFA-1, Mac-1) und die zur Superfamilie der Immunglobuline
gehörenden Moleküle (z.B. ICAM, NCAM, LFA-3, B7, PRR und UPA-R).
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2.2.3.1. L-Selektin (CD62L)
Die Selektine (Syn.: Lektin-Adhäsionsmoleküle, LEC-CAMs, CD62) sind transmembranale Glykoproteine mit
typischer Struktur: Eine lektinartige Domäne ist über eine EGF - ähnliche Region mit mehreren Komplement –
regulierenden Proteinbausteinen verbunden. Es folgt eine hydrophobe Transmembran- und eine kurze, C-
terminale, zytoplasmatische Region. Je nach überwiegendem Auftreten auf den Zellen unterscheidet man das
L (Leukozyten)-, das P (Platelets, Thrombozyten)- und das E (Endothel)- Selektin. Da sowohl P- als auch E-
Selektin sehr selten auf AML-Blasten exprimiert werden (Reuss-Borst MA, 1995; Liesveld JL, 1997), wurden
sie in dieser Arbeit nicht untersucht. Im folgenden wird auf die Rolle des L-Selectins (Syn. CD62L, LEC-CAM
1, LAM-1, Leu 8, MEL-14) eingegangen. Liganden des L-Selectins sind auf den kubischen, postkapillären
Venen der Lymphknoten CD34, PCLP-1 und Gly-CAM-1, auf den versorgenden Gefäßen der lymphatischen
Organe v.a. Mad-CAM-1 (Stamencovic I, 1995), auf zytokin-aktivierten peripheren Endothelien fukosylierte,
sialyrte Kohlenwasserstoffe, sogenannte Sialomucine (z.B. Sialyl LeX, Sgp-200, PCLP-1) und auf
hämopoetischen Progenitorzellen neben CD34 und PCLP-1 ein bisher nur als `Selektin-Ligand´ bezeichnetes
Glykoprotein. Das kodierende Gen des L-Selektins liegt auf Chromosom 1.
Lokalisation: Bei der normalen Hämopoese wird L-Selektin v.a. auf den unreifen myeloiden und
lymphatischen hämopoetischen Vorläuferzellen exprimiert. Während differenziertere, linienzugehörige
Vorläuferzellen L-Selektin nicht mehr exprimieren, sind reife B-, T-Lymphozyten, Granulozyten,
Makrophagen/Monozyten wieder L-Selektin positiv. Auf Zellen der erythrozytären und megakaryozytären Linie
wird L-Selektin nicht gefunden (Sackstein R, 1997). Auch AML-Blasten exprimieren CD62L (Kortlepel K,
1992, Reuss-Borst MA, 1995, Liesveldt JL, 1997), wobei eine geringere Expression von CD62L auf den
CD34+ AML-Blasten als auf gesunden CD34+Vorläuferzellen festgestellt wurde (De Waele M, 1999).
Funktion: Die Bindung via L-Selektin spielt beim Zell-Endothel-Kontakt als auch bei der Hämopoese eine
Rolle: Bei neutrophilen Granulozyten vermittelt L-Selektin die Bindung an Endothelien, die in
Entzündungsherden durch Zytokine (TNF-alpha, IL-1 und IFN-alpha) aktiviert worden sind. L-Selektin bindet
dabei reversibel, calcium-abhängig an den Kohlenhydratanteil von mucinähnlichen Molekülen wie z.B. Sialyl-
LeX. Die Erkennung des Liganden durch L-Selektin erfolgt rasch, jedoch mit niedriger Affinität, so dass die
Leukozyten sich „rollend“ auf dem Endothel fortbewegen können („Rolling“). Durch diese L-Selektin-
Aktivierung wird die Bindung von LFA-1 zu ICAM-1 induziert, wodurch eine affinere Adhäsion an das Endothel
geschaffen und die Migration der Zellen in das periphere Gewebe initiiert wird. Die Bindung der T-
Lymphozyten via L-Selektin an sog. vaskulären Adressine ist verantwortlich für das spezifische Homing naiver
T-Lymphozyten in die lymphatischen Organe. L-Selektin scheint auch eine Rolle bei der Extravasation der
AML-Blasten aus dem peripheren Gefäßen in den extravasalen Raum ein Rolle zu spielen. Neben dem
membrangebundenen L-Selektin gibt es auch eine biologisch aktive, lösliche Form des L-Selektins, das von
der Oberfläche L-Selektin-tragender Zellen bei der Transmigration durch das Endothel abgespalten wird
(Rezeptor-„Shedding“). Auch die Bindung von ß2-Integrinen führt zum Rezeptor-shedding von L-Selektin
(Möhle R, 1997). Bindet diese lösliche Form an die entsprechenden Rezeptoren, so wird die Bindung der L-
Selektin-tragenden Zellen verhindert. Bei der AML wurden erhöhte Spiegel von sL-Selektin in Abhängigkeit
von der Blastenzahl nachgewiesen (Bruserud O, 1999), während insgesamt die Expression von L-Selektin auf
den Blasten geringer ist. Je höher die sL-Selektin-Konzentration im Serum ist, desto höher ist die Inzidenz
extramedullärer Manifestationen und desto ungünstiger ist der klinische Verlauf der Patienten (Extermann M,
1998). Wie auch die Granulozyten binden die AML-Blasten via CD62L an das Endothel. Migrieren sie in die
Peripherie wird L-Selektin abgespalten (Möhle R, 1997) und kann in löslicher Form sowohl das Homing ins
KM und eine weitere Transmigration verhindern. Dies kann u.a. die hohen peripheren Blastenzahlen bei der
AML erklären.
Welche Rolle CD62L bei der Transmigration der hämopoetischen Zellen vom KM in die Peripherie spielt, ist
noch unklar. Während in einige Arbeiten vermutet wurde, dass sich die hämopoetischen Zellen via L-Selektin
an das Sinusendthel des KM binden (Bradstock K, 1995, Dercksen MW, 1995, Möhle R, 1995, Asosingh K,
1998) konnten intravitale Elektronenmikroskopaufnahmen an murinem KM zeigen, dass L-Selektin keine
Rolle beim Rolling der hämopoetischen Zellen an den KM-Sinusendothelien spielt (Chan JH, 2001).
In vitro wurde gezeigt, dass bei der Hämopoese die L-Selektin-Expression auf den hämopoetische
Vorläuferzellen mit deren klonogenem Potential korreliert. Bindungspartner des L-Sekektins bei der
Hämopoese ist ein Glykoprotein, das sich von den Sialomucin-Rezeptoren auf dem Endothel unterscheidet
und dem eine entscheidende Rolle für die Zellinteraktion zwischen Progenitorzellen/Progenitorzellen,
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Progenitorzellen/T-Lymphozyten und Progenitorzellen/KM-Stroma bei der Hämopoese zugeordnet wird
(Sackstein R, 1997). Es wird vermutet, dass auch die Sialomucine CD34 und das dem CD34 ähnliche PCLP-
1 als Liganden wirken. Ihre genaue Rolle ist jedoch noch unklar (Chan JY, 2001). In vivo zeigten Dercksen
MW et al. (1995) eine Steigerung der Hämopoese nach zytotoxischer Therapie nach Transplantation von
CD62L+CD34+Stammzellen. Dies kann zum einen mit einem verbesserten Homing, zum andern mit einer
gesteigerten Hämopoese zusammenhängen.
2.2.3.2. Integrine - Allgemeines
Integrine sind heterodimere Glykoproteine, bestehend aus einer a- und ß-Kette, die in der Membran verankert
sind. Je nach Struktur der ß-Kette unterscheidet man ß1-Integrine, die auch Very-late-Antigene (VLA) genannt
werden, ß2-Integrine, zu denen LFA-1, Mac-1 und p150/95 gehören, und ß3-Integrine, die alle jeweils mit ca.
16 verschiedenen Alpha-Ketten kombiniert sein können. Als integraler Membranbaustein stehen sie mit ihrem
zytoplasmatischen Bestandteil mit dem Zytoskelett (Aktinin und Talin) der Zellen in Verbindung (Otey CA,
1990; Burn P, 1988). Über die Phosphorylierung von Tyrosin und die Mobilisation von Calcium können
Integrine nach Bindung ihrer entsprechenden Liganden Signale von der extrazellulären Matrix ins Zellinnere
übertragen („Outside-in-Signaling“) (Haimovich B, 1993). Umgekehrt kann sich der Affinitätsstatus der
Integrine in Abhängigkeit von zytoplasmatischen Signalen ändern („Inside-out–Signaling“). Während sich die
Selektine via „Shedding“ regulieren, werden die Integrine via Affinitätsänderungen zu ihrem Bindungspartner
reguliert, so daß man über die Expression eines Integrins auf der Zelloberfläche nicht notwendigerweise auf
dessen Funktions- bzw  Aktivitätsstatus schließen kann (Sanchez-Aparicio P, 1994, Clark B, 1992).
Eine Übersicht über einige ausgewählte, bei der Hämopoese wichtige Integrine, ihrer Gewebeverteilung und
ihrer Liganden gibt Tab. 2.2.3.2.1
Tab. 2.2.3.2.1 Integrine, Liganden und Gewebeverteilung
Integrin-Familie Name CD-Nomenklatur Ligand Gewebeverteilung
ß1-Integrine VLA-1 (a1ß1) CD49a Kollagen, Laminin Aktivierte T-und B-Lymphozyten,
Fibroblasten, Basalmembran,
Knochenmarkszellen (35%)
VLA-2 (a2ß1) CD49b Kollagen I, III- VI Endothel,Epithel, Fibroblasten,
Thrombozyten, aktivierte T-
Zellen, 5% mononukläre
Knochenmarkszellen (5-10% der
KM-Stromazellen, nicht auf
Makrophagen)
VLA-3 (a3ß1) CD49c Fibronnektin,
Laminin, Kollagen I,
IV
Epithel, Basalme mbran, 20-40%
KM-Stroma-Zellen.
VLA-4 (LPAM-1) (a4ß1) CD49d VCAM-1,
Fibronektin
B- und T-Lymphozyten,
Makrophagen, 30-40% der
mononuklären KM- Zellen,
Fibroblasten, Neuralzellen,
Thymus
VLA-5 (a5ß1) CD49e Fibronektin(Fn) T-Zellen, Thrombozyten,
Thymozyten, Endothel, Epithel,
Fibroblasten
ß2-Integrine LFA-1 (a1ß2) CD11a ICAMs T- u. B-Lymphozyten, NK-Zellen,
Granulozyten und Monozyten,
Mac-1, CR3 (aMß2) CD11b ICAMs, iC3b NK-Zellen, Monozyten,
Granulozyten, 21-70% der
mononukleären KM-Zellen.
(In Anlehnung an Knapp W,1989)
2.2.3.3. VLA-2 und VLA-3
Obwohl die a/ß-Nomenklatur eine große Vereinfachung zur Klassifizierung der Integrine darstellt, ist die VLA-
Nomenklatur, für eine Gruppe von Molekülen, die erst 14 – 21 Tagen nach der Aktivierung von Lymphozyten
hochreguliert werden (daher der Name „Very-Late-Antigen“), noch weit verbreitet und gebräuchlich.
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Die ß1-Integrine VLA-4 und VLA-5 spielen eine wichtige Rolle bei der Adhäsion der Vorläuferzellen an das
Knochenmark (Möhle R, 1995; Prosper F, 1998; Yamaguchi M, 1998, Lichterfeld M, 2000) und bei der
Unterstützung der Proliferation (Kronenwett R, 1998) der hämopoetischer Zellen durch Zytokine. Es zeigte
sich aber kein signifikanter Unterschied in der Expression auf AML-Blasten im Vergleich zu normalen
hämopoetischen Vorläuferzellen (de Waele M, 1999), so dass sie in dieser Arbeit nicht weiter untersucht
wurden. Es wurde daher auf die weniger untersuchten ß1-Integrine VLA-2 und VLA-3 eingegangen: Wichtiger
Ligand der ß1-Integrine ist das Fibronektin, mit dessen Arginin-Glycin-Aspartat-(RGD)-Region (D´Souza SE,
1991) als auch mit dessen Leucin-Aspartat-Valine-(LDV)–Region (=CS-1) (Mould AP, 1991) Interaktionen mit
den ß1-Integrinen stattfinden. Weitere Liganden von VLA-2 und VLA-3 sind Laminin und Kollagen I und IV,
VLA-3 bindet auch an Kalinin (Liesveldt JL, 1997). Der Genort der ß1-Kette liegt auf Chromosom 10p11.2, der
der a2-Kette auf Chromosom 5.
Lokalisation: Auf gesunden CD34+Vorläuferzellen konnte Reuss-Borst MA et al. (1995) weder VLA-2 noch
VLA-3 durchflusszytometrisch nachweisen, während DeWaele M et al. (1999) mit der sensibleren
Streptavidin-Biotin-Methode VLA-2 und VLA-3 in niedriger Expressionshöhe finden konnte. Bei den reifen
hämopoetischen Vorläuferzellen wird VLA-2 auf Monozyten, Megakaryozyten und Lymphozyten
nachgewiesen (Soligo D, 1990). Auf Fibroblasten finden sich sowohl VLA-2, als auch VLA-3. Auf
Endothelzellen läßt sich nur VLA-3 nachweisen. Auch auf AML-Blasten konnte eine Expression von VLA-2
(DeWaele M, 1999, Reuss-Borst MA, 1995, Liesveldt JL, 1997, Vila L, 1995) und VLA-3 (DeWaele M, 1999,
Reuss-Borst MA, 1995) nachgewiesen werden. Allerdings war die Expression stets sehr niedrig, so dass
einige Gruppen auch keine Expression dieser ß1-Integrine nachweisen konnten (Kortlepel K, 1993).
Funktion: ß1-Integrine binden die hämopoetischen Vorläuferzellen an das Knochenmarksstroma der
entsprechenden Knochenmarksnische (Liesveldt JL 1991 & 1993, Teixido J, 1992). Wie alle ß-1 Integrine
verbinden auch VLA-2 und VLA-3 das Zytoskelett der Zellen mit der extrazellulären Matrix und können
dadurch die Proliferation und Migration der Zellen beeinflussen (Soligo D, 1990). Welche Funktion VLA-2 und
VLA-3 bei der AML haben, konnte bislang noch nicht geklärt werden. Vila L et al (1995) konnten keine
Korrelation der Expression von VLA mit dem Krankheitsverlauf bei der AML feststellen.
2.2.3.4. LFA-1(CD11a)
LFA-1 (Syn. lymphocyte function associated antigen-1, CD11a/CD18) spielt eine wichtige Rolle bei der
Adhäsion an das Endothel und beim Kontakt zu immunkompetenten Zellen. LFA-3 bindet an die
Adhäsionsmoleküle ICAM 1-3. Das die a1-Kette kodierende Gen des LFA-1 liegt auf Chromosom 16p11-
p13.1, das die ß 2-Kette kodierende Gen auf Chromosom 21q22.
Lokalisation: LFA-1 wird auf einer reiferen Untergruppe CD34+CD38-Stammzellen (Gunji Y, 1992) und auf den
meisten myeloid und lymphoid determinierten hämopoetischen CD34+Vorläuferzellen nachgewiesen
(DeWaele M, 1999, Kansas GS, 1990). Während die Expression von LFA-1 im Laufe der granulozytär-
monozytären Zellreifung zunimmt, verschwindet sie auf den Zellen, die der erythrozytären Linie angehören.
LFA-1 wird schließlich auf reifen neutrophilen Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, Megakaryozyten, T-,
B- Lymphozyten und NK-Zellen exprimiert. Generell wird LFA-1 auf allen Leukozyten exprimiert, am meisten
findet man LFA-1 aber auf reiferen Stadien der Monozytopoese (Yoder MC, 1995). Auch auf AML-Blasten
wird LFA-1 sehr häufig nachgewiesen (Kortlepel K, 1993, De Waele M, 1999), es kann aber auch völlig fehlen
(Archimbaud E, 1992). Soligo D et al (1990) stellte fest, dass v.a. Blasten einer reiferen Entwicklungsstufe der
Myelopoese LFA-1 exprimieren. Brouwer RE et al (2000) fanden die höchste Expression von LFA-1 innerhalb
des  FAB-Typs M5 und die niedrigste Expression innerhalb des FAB-Typs M3.
Funktion: LFA-1 spielt eine Rolle bei der Transmigration hämopoetischer Vorläuferzellen durch das Endothel
der KM-Sinus. Torensma R et al (1996) stellten fest, dass frühe CD34+KM-Zellen im Knochenmark meist LFA-
1 negativ sind. Unter in vitro Kulturbedingungen wird aber die Expression von LFA-1 rasch hochreguliert. Sie
stellten die Hypothese auf, dass unter normalen Bedingungen im Knochenmark die LFA-1-Expression im KM
niedrig gehalten wird. Kommt es z.B. bei Entzündungen zu einem veränderten Zytokinmilieu und damit zur
raschen Proliferation der Zellen im Knochenmark verlieren einige Zellen den Kontakt zum KM-Stroma und
diese Zellen exprimieren dann LFA-1 als Vorbereitung für die Migration in die Peripherie. Diese These wird
durch weitere Untersuchungen erhärtet: Durch LFA-1-blockierende monoklonale Antikörper kann die
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Adhäsion und die Migration durch das Endothel inhibiert werden (Möhle R, 1997), allerdings weniger effizient
als durch Antikörper gegen ß1-Integrine (Teixido J, 1992). Gleichzeitig zeigen Zellen, die an das KM-Endothel
adhärieren, in vitro eine erhöhte Expression von LFA-1. Die zunächst reversible Bindung des L-Selektin an
das Endothel beeinflusst den Affinitätsstatus von LFA-1 und es wird eine irreversible Bindung an ICAM-1 und
Migration durch das Endothel induziert. Umgekehrt –als eine Art negative Rückkopplung- induziert die LFA-
1/ICAM-1-Bindung das Rezeptorshedding von CD62L und durch die erhöhte Konzentration von sL-Selektin
wird die weitere Bindung an das Endothel vermindert bzw inhibiert. Auf zirkulierenden Vorläuferzellen nach G-
CSF-Behandlung (bei Patienten mit verschiedenen Malignomen) wird LFA-1 niedriger exprimiert als auf
gesunden KM-Zellen (Möhle R, 1995). Asosingh K. et al (1998) stellte dagegen auf G-CSF mobilisierten
Stammzellen von Patienten mit hämatologischen Malignomen eine höhere Expression von LFA-1 als bei KM-
Zellen von Gesunden fest. T-Zellen, NK-Zellen, LAK-Zellen und Monozyten/Makrophagen binden über LFA-1
an antigenpräsentierende Zellen, die ICAM 1-3 exprimieren (Dustin ML, 1989).
Klinische Relevanz: Da Kinder mit einem LAD-Syndrom (Leukocyte-Adhäsion-Defect-Syndrom) keine Defekte
in der Hämopoese aufweisen, wird dem LFA-1 keine bedeutende Rolle bei der Proliferation und Zellreifung
der hämopoetischen Progenitorzellen beigemessen (Coulombel L, 1997).
Brouwer RE et al (2001) konnte bei einer hohen (>80%) LFA-1-Expression eine signifikant verminderte 5-
Jahres-Überlebensrate (5-JÜR) bei AML-Patienten innerhalb der FAB-Typen M4 und M5 nachweisen.
2.2.3.5. Mac-1 (CD11b)
Das Makrophagen-Differenzierungs-Antigen (Syn. Mac-1, Mo-1, CD11b/CD18) ist ein Komplementrezeptor
für C3 und wird deshalb auch oft CR-3 (Complement-Rezeptor-3) genannt. Er hat ein sehr breites
Bindungsverhalten: Mac-1 bindet iC3b, ICAM-1, Fibrinogen, Lipopolysaccharide, ß-Glucane und den
Gerinnungsfaktor X (Diamond MS,1990; Rosen H, 1990). Das Gen der aM-Kette liegt auf Chromosom 16, das
der ß2-kette auf Chromosom 21q22.
Lokalisation: Auf gesunden Stammzellen wird Mac-1 in der Regel nicht, bei der Mehrzahl der
CD34+Progenitorzellen wird er ebenfalls nicht oder nur geringgradig exprimiert (De Waele M, 1999, Reuss-
Borst MA, 1995). Im Gegensatz zu LFA-1 wird Mac-1 v.a. auf Zellen der myeloiden Zellinie exprimiert, dabei
v.a. auf Monozyten, neutrophilen Granulozyten. Eine geringe Expression findet man auch auf NK-Zellen und –
aktivierungsabhängig- auf T-Lymphozyten (Wagner C; 2001). Auch auf AML-Blasten konnte in der Mehrzahl
der Fälle eine Mac-1-Expression nachgewiesen werden, wobei die Höhe der Expression stark variierte und
einige Fälle sogar eine Überexpression aufwiesen (De Waele M, 1999). Reuss-Borst MA et al (1995) konnten
v.a. innerhalb der monozytären Leukämien eine hohe Mac-1-Expression nachweisen. Obwohl Mac-1
typischerweise auf Monozyten exprimiert wird, weisen AML-Blasten im Gegensatz hierzu keine weiteren
Monozytenmerkmale auf, sondern eher Unreife-Zeichen wie die Expression des SCF-R (Paietta E, 1998). Bei
der APL konnte eine Mac-1-Expression auf den Blasten nicht nachgewiesen werden (Thin HF, 1995).
Rosenfeld C et al (2001) konnten bei sekundären Leukämien, die aus einem MDS hervorgingen, eine
häufigere Expression von CD11b feststellen.
Funktion: Der Mac-1 spielt eine Rolle bei der Adhäsion von hämopoetischen Vorläuferzellen an das Endothel
und der damit verbundenen Transmigration in die Peripherie (Denkers I, 1993). IL-8 führt zu einer Aktivierung
der Neutrophilen und zu einer Hochregulation von Mac-1 (Link D, 2000). Dies könnte eine Schlüsselrolle bei
der Mobilisation peripherer Stammzellen sein. In vitro konnte nach Zugabe von ATRA eine erhöhte
Expression von Mac-1 auf den AML-Blasten beobachtet werden (DiNoto R, 1996).
Mac-1 spielt zusammen mit dem Fc-Rezeptor eine wichtige Rolle bei der Phagozytose infektiöser Agenzien,
und bei der Aktivierung neutrophiler Granulozyten und Monozyten.
Klinische Relevanz: Über den Einfluss der Expression von Mac-1 auf den klinschen Verlauf der AML
divergierten die Ergebnisse in den bisher veröffentlichten Arbeiten. Einige konnten einen signifikant
schlechteren Verlauf bei Expression von Mac-1 feststellen (Tien HF, 1995, Bradstock K, 1994, Paietta E,
1998), andere konnten keinen Einfluss auf die Klinik beobachten (Tucker J, 1990, Callea V, 1991), wieder
andere sogar einen günstigen Verlauf (Amirghofran Z, 2001).
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2.2.3.6. ICAM-1 (CD54)
Das interzelluläre Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1, CD54) ist ein integrales Membranglykoprotein mit fünf
extrazellulären, immunglobulinähnlichen Domänen, die über eine Disulfid-Brücke verbunden sind. Es gehört
damit zur Superfamilie der Immunglobuline. ICAM-1 bindet an die ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1 auf T-Zellen
und an CD43. Genort des ICAM-1 liegt auf Chromosom 19.
Lokalisation: ICAM-1 wird bei der normalen Hämopoese v.a. auf der Stufe der CFU exprimiert und dann mit
zunehmender Differenzierung der Zellen herunterreguliert. Konstitutionell exprimieren nur Monozyten und
Endothelzellen ICAM-1. Die Expression kann jedoch auf einer Vielzahl von Zellen durch Zytokine induziert
werden. Dies erklärt möglicherweise auch die divergierenden Ergebnisse in der Literatur über die ICAM-1
Expression bei der AML: Reuss-Borst MA et al (1995) zeigte, dass in 43% der untersuchten Fälle mehr als
70% ICAM-1-positive Blasten nachgewiesen werden konnten. Auch deWaele M et al. (1999) konnten auf
AML-Blasten eine gesteigerte ICAM-1 Expression nachweisen, während Brouwer RE et al. (2000) und Hirano
N et al.(1996) eine niedrige bis keine Expression auf AML-Blasten feststellten.
Funktion: Die Bindung von ICAM-1 an LFA-1 und/oder Mac-1 ist an der Aggregation der Leukozyten
untereinander, an der Migration der Leukozyten und an der Steuerung der T- und B-Zellantwort beteiligt.
ICAM-1 stellt ein wichtiges Zielantigen für T- und NK-Zellen dar, die via LFA-1 an ICAM-1 binden. Er kann
durch Zytokine wie IL-2, GM-CSF, IFN?, TNFa auf leukämischen Blasten hochreguliert werden (Bruserud O,
1999). All diese Zytokine werden in vivo von aktivierten T-Zellen produziert und die T-Zellantwort dadurch
amplifiziert (Semnani RT, 1994). Die Hochregulierung von ICAM-1 durch GM-CSF und IL-2 wird für die
gesteigerte Immunantwort gegen die leukämischen Blasten durch NK-Zellen oder T-Killer-Zellen
verantwortlich gemacht (Olive D, 1991, Bendall LJ, 1995). In ersten klinischen Studien konnte durch IL-2-
Gabe, das nach Erreichen der ersten Remission verabreicht wurde, ein längeres, progressfreies Intervall
erreicht werden, als bei Patienten, die keine IL-2 Therapie erhalten haben (Cortes JE, 1999). Eine
verminderte Empfindlichkeit von AML-Zellen gegen NK-Zellen in vitro konnte einer verminderten ICAM-1-
Expression zugeordnet werden (Archimbaud E, 1992). Ohne Aktivierung von LFA-1 (oder CD2) durch ICAM-1
(oder LFA-3) kann der FAS-Ligand induzierte programmierte Zelltod der antigenpräsentierenden Zellen nicht
stattfinden (in vitro) (Zhou YW, 1998).
Neben der membrangebundenen Form des ICAM-1 gibt es auch eine lösliche, biologisch aktive Form von
ICAM-1, die als s(soluble)ICAM-1 bezeichnet wird und die sowohl von gesunden, als auch von AML-Zellen
abgespalten werden kann. Der sICAM-1 kann sowohl die Adhäsion der Blasten an andere Zellen (z.B.
Endothel), als auch die Kostimulation der T-Zellen durch ICAM-1-exprimierende AML-Blasten verhindern. Bei
Patienten mit einer unbehandelten AML wurden erhöhte sICAM-1-Spiegel im Serum nachgewiesen. Ein
weiterer Anstieg wurde bei noch zusätzlich aufgetretenen Infektionen beobachtet (Bruserud O, 1996).
Da ICAM-1 auch auf Endothelzellen exprimiert wird, spielt die LFA-1/ICAM-1 Bindung auch bei der
Mobilisation und dem Homing von Stammzellen eine wichtige Rolle.
Klinische Relevanz: Thomas X et al (1995) konnte keine Korrelation der ICAM-1-Expression mit dem
Krankheitsverlauf der AML feststellen.
2.2.3.7. LFA-3 (CD58)
LFA-3 (leukocyte function associated antigen-3, CD58) ist ein kostimulatorisches Molekül, das zur
Superfamilie der Immunglobuline gehört. Es bindet an CD2 auf T-Lymphozyten, NK-Zellen, Monozyten und
Makrophagen. Das LFA-3 kodierende Gen liegt auf Chromosom 1q13, wie auch das Gen für seinen Liganden
CD2.
Lokalisation: LFA-3 wird auf einer Vielzahl hämopoetischer und nicht hämopoetischer Zellen exprimiert: Auf
gesunden hämopoetischen CD34+Progenitorzellen, Erythrozyten und antigenpräsentierenden Zellen wie DC,
Monozyten/ Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und B-Lymphozyten, wird LFA-3 regelmäßig hoch
exprimiert (De Waele M, 1999). Auch auf AML-Blasten konnten verschiedene Arbeitsgruppen eine hohe und
häufige LFA-3 Expression nachweisen (Archimbaud E, 1992, Reuss-Borst MA, 1995, Liesveldt JL, 1997, De
Waele M, 1999, Brouwer RE, 2000). Dabei ist die LFA-3 Expression innerhalb der FAB-Gruppen M4 und M5
am höchsten (Brouwer RE, 2001). Auch bei der sekundären AML, der eine Dyshämopoese vorrausging,
wurde eine höhere LFA-3-Expression beobachtet (Meckenstock G, 1998).
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Funktion: Für eine effektive Immunantwort benötigen die T-Zellen nicht nur die Bindung des TCR an ein MHC-
präsentiertes, spezifisches Antigen, sondern auch die Bindung von LFA-3 an CD2. Die Adhäsion der
antigenpräsentierenden Zelle an die T-Zelle wird dadurch vermittelt, das CD3-Signal intrazellulär unterstützt
und eine effektive T-Zell-Antwort durch die Produktion von IL-2 und dessen Rezeptor hervorgerufen. Über die
LFA-3/CD2-Bindung können – im Gegensatz zur ICAM-1/LFA-1-Bindung - T-und/ oder NK-Zellen auch
antigenunabhängig aktiviert werden. Daher spielt die LFA-3/CD2 –Bindung v.a. bei der frühen Immunantwort
eine wichtige Rolle. Es wird angenommen, dass bei fehlenden Zielantigenen die T-Zellen die Affinität von
CD2 für LFA-3 hochregulieren (Hahn WC, 1992). Daneben werden v.a. auch CD4+Helfer-Zellen von LFA-3
über CD2 stimuliert und produzieren IL-5 und IFN? (Semnani RT, 1994), die die T-Zellantwort verstärken.
Ohne Aktivierung von CD2 durch LFA-3 kann der Fas-Ligand induzierte programmierte Zelltod nicht
stattfinden (in vitro) (Zhou YW, 1998). Die Erkennung und Lyse der AML-Blasten durch zytotoxische T-Zellen
kann durch die Gabe von LFA-3-Antikörpern teilweise inhibiert werden (Brouwer RE, 2000). LFA-3 wird durch
GM-CSF, IL-3 und IL-2 auf den AML-Blasten hochreguliert und dadurch eine verstärkte zytotoxische
Zellantwort initiiert. (Bendall LJ, 1995; Bruserud 0, 1999, Olive D, 1991).
Klinische Relevanz: Hohe LFA-3 Expression auf AML-Blasten konnte klinisch mit relativ niedrigen
peripheren Blastenzahlen und einer guten Prognose korreliert werden (Archimbaud E, 1992). Es
wird daher angenommen, dass durch die hohe LFA-3-Expression die Interaktion zu NK-Zellen und
T-Zellen unterstützt und damit eine Elimination der Tumorzellen erleichtert wird.
2.2.3.8. NCAM (CD56)
Das NCAM (neural cellular adhesion molecule, Syn. leukocyte protein L1, Leu 19; Calprotectin) ist ein aus
sechs immunglobulin-ähnlichen Domänen bestehendes Glykoprotein und gehört ebenfalls zur Familie der
Immunglobuline. Es bindet zum einen an sich selbst, zum anderen kann es auch an avß3-Integrine des
Endothels binden.
Lokalisation: Bei der normalen Hämopoese wird NCAM auf den unreifen CD34+Progenitorzellen nicht
exprimiert (Reuss-Borst MA, 1995). Typischerweise ist NCAM ein Marker für NK-Zellen, er wird aber auch auf
Zellen der myelomonozytären und lymphozytären Zellreihe (T-, B-Zellen) exprimiert. Auf peripheren
Monozyten kann NCAM noch nachgewiesen werden, während er auf Gewebsmakrophagen nicht mehr
exprimiert ist. Ebenso kann NCAM auf Vorläuferzellen der dendritischen Zellen, nicht aber auf reifen
dendritischen Zellen gefunden werden. Werden dendritische Zellen z.B. durch LPS, PHA oder TNFa aktiviert,
so wird die Expression von NCAM induziert (Pancook JD, 1997).
Bei ca ¼ der AML Patienten kann NCAM auf mehr als 70% der Blasten nachgewiesen werden (Reuss-Borst
MA, 1995). Einige AML-Blasten können –im Gegensatz zu den gesunden KM-Zellen- gleichzeitig CD34 und
NCAM exprimieren (Coustan-Smith E, 1993). Skott AA et al (1994) konnten bei 6% von 350 untersuchten
AML-Patietenten eine spezifische Entität feststellen, die HLA-DR-, CD33+, CD56+, CD11a+, CD34+/- und
CD16- ist und die er als „akute myeloische-NK-Zell-Leukämie“ bezeichnet. Sie ähnelt morphologisch der FAB-
M3v-Leukämie, zeigt aber kein Ansprechen auf die ATRA-Therapie. V.a. beim FAB-Typ M5, bei der AML-
ETO sowie bei der AML-Formen mit Trisomie 8 wurde eine NCAM-Expression gefunden (Seymour JF, 1994,
Baer MR, 1997).
Funktion: NCAM wurde ursprünglich auf neuronalen Zellen gefunden und beeinflusst eine Vielzahl
neurologischer Prozesse wie z.B. die Neurozytogenese und Migration der Kleinhirnzellen. Da es auch auf
Zellen der Hämopoese gefunden wird, scheint es auch in Abhängigkeit vom Aktivitätsstatus den Zell-zu-Zell-
Kontakt zu Abwehrzellen und Endothelzellen zu beeinflussen. Damit scheint es zum einen an der Aktivierung
von immunkompetenten Zellen und an der Extravasation von Zellen beteiligt zu sein (Pancook JD, 1997). NK-
Zellen, die eine hohe NCAM-Expression aufweisen, produzieren nach Stimulation mit Monokinen signifikant
mehr IFN?, TNFß, GM-CSF, IL-10 und IL-13 (Cooper MA, 2001). AML-Zellen können unter Zugabe von
Zytokinen in vitro zu professionell antigenpräsentierenden Zellen differenzieren und eine erhöhte Expression
von B7-1 und NCAM wurde hierunter beobachtet (Boyer MW, 2000). Werden AML-Zellen mit blockierenden
Antikörpern gegen NCAM-1 inkubiert, weisen sie in den anschließenden funktionalen Assays eine deutlich
verminderte Empfindlichkeit gegenüber LAK-Zellen auf (Palucka AK, 1992).
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Klinische Relevanz: Bezüglich der Korrelation zwischen dem Verlauf der AML und der NCAM-Expression
zeigten sich in der Literatur widersprüchliche Meinungen: Einige stellten eine erhöhte Inzidenz an
extramedullären Manifestationen (Byrd JC, 1995) und Myeloblastomen (Iizuka Y, 1993) und einen
schlechteren klinischen Verlauf fest (Baer MR, 1997), andere konnten keine Korrelation zwischen der NCAM-
Expression und der Inzidenz von extramedullären Manifestationen und dem klinischen Verlauf feststellen.
(Thomas X, 1995, Seymour JF, 1994). Für die Diagnose eines MRD ist der Nachweis einer Koexpression von
CD34 und NCAM  geeignet (Coustan-Smith E, 1993).
2.2.3.8. B7-1 (CD80)
B7-1 (Syn. BB1, CD80) ist ein kostimulatorisches Molekül, das v.a. bei der Aktivierung naiver T-Zellen durch
antigenpräsentierende Zellen (wie auch ICAM-, LFA-1 und LFA-3) eine Rolle spielt. B7-1 gehört zur Familie
der Immunglobuline und ist homodimer aufgebaut. Ligand des B7-1 Moleküls ist CD28 auf allen T-Zellen und
CTLA-4 v.a. auf den zytotoxischen Zellen. Das Gen für B7-1 ist nahe dem Gen für B7-2 auf Chromosom
3q13.3-q21 lokalisiert.
Lokalisation: B7-1 wird v.a. auf professionell, antigenpräsentierenden Zellen exprimiert, zu denen
Monozyten/Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen gehören. Die Expression von B7-1 auf
Monozyten/Makrophagen und B-Zellen erfolgt erst nach deren Aktivierung, während dendritische Zellen von
vornherein eine konstitutive hohe B7-1 Expression aufweisen. Andere hämatopoetische Vorläuferzellen
exprimieren ohne Aktivierung B7-1 nicht. Bei den bisher untersuchten AML-Fällen konnte B7-1 bisher nicht
oder nur sehr selten nachgewiesen werden (Brouwer RE, 2000; Hirano N, 1996).
Funktion: Die spezifischen Bindung des T-Zell-Rezeptors (TZR) an das auf MHC-Molekülen präsentierte
Antigen reicht nicht aus, um eine klonale Expansion der T-Zellen und damit eine effektive T-Zell-Antwort
hervorzurufen, sondern ein zweites kostimulatorisches Signal durch B7-1 oder B7-2, das an das CD28-
Molekül der T-Zelle bindet, ist notwendig. Erst durch diese Bindung wird eine effektive T-Zell-Antwort möglich.
Fehlt dieses kostimulatorische Signal, so wird die T-Zelle –trotz spezifischer Bindung des TZR- in einen
anergen Zustand versetzt und sie reagiert nicht mehr auf weitere Aktivierung. 2-3 Tage nach T-Zell-
Stimulation wird CTLA-4 auf den T-Zellen exprimiert, der ebenfalls an B7-1 oder B7-2 bindet und als negativ –
regulatorisches Signal an die T-Zell-Proliferation begrenzt (Allison JP, 1995). Erniedrigte Expression
kostimulatorischer Signale ist ein möglicher Mechanismus, wie Tumorzellen der körpereigenen Immunantwort
entgehen können. Eine verstärkte Expression von B7-1 wurde bei der Züchtung von dendritischen Zellen aus
AML Blasten unter Stimulation mit IFNa, IFN?, IL-4+GM-CSF, SCF+FL+TNFa beobachtet (Bruserud O, 1999,
Freedman AS, 1991). Dendritische Zellen sind geeignetere Stimulatoren des Immunsystems als die AML-
Zellen selbst (Choudhury AA, 1998). Dies bildet die Grundlage für neue Therapiekonzepte in Form von
Tumor-Vakzinierungen, in denen die körpereigene Immunantwort durch die Gabe dieser dendritischen
Zellen gesteigert werden soll (Gluckman JC, 1997).
2.2.3.9. B7-2 (CD86)
B7-2 ist ein dem B7-1 im Aufbau sehr ähnliches kostimulatorisches Molekül der Immunglobulinsuperfamilie
und bindet ebenfalls an CD28 und CTLA-4 auf T-Zellen.
Lokalisation: B7-2 wird v.a. auf ruhenden Monozyten, dendritischen Zellen, sowie auf aktivierten T- und B-
Lymphozyten exprimiert. Im Gegensatz zu B7-1 wird B7-2 konstitutionell auf den hämopoetischen
Vorläuferzellen exprimiert, ohne dass eine Aktivierung dieser Zellen vorher stattfinden muss.
In 33-50% der untersuchten AML-Fälle konnte eine B7-2 Expression nachgewiesen werden (Hirano N, 1996,
Maeda A, 1998, Brouwer RE, 2000) B7-2 wurde dabei innerhalb der Gruppe der monozytären Leukämien
hoch, innerhalb der FAB-Typen M0, M3 und M6 niedrig exprimiert.
Funktion: B7-2 hat ähnliche Funktionen wie B7-1 bei der Kostimulation von T-Zellen (Yang G, 1995). Maeda
A et al (1998) zeigten, dass B7-2 positive AML-Patienten eine signifikant kürzere progressfreie Überlebenszeit
aufwiesen.
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2.2.3.11. PRR-1 und PRR-2
Das Poliovirus-Rezeptor–Related-1-Protein (PRR-1, Nektin1-delta, Herpes virus entry mediator C, HveC) und
PRR-2 (Syn. Nektin2-alpha, HveB) sind verwandte, transmembrale Glykoproteine, deren extrazellulärer Anteil
aus drei Immunglobulindomänen besteht. Sie gehören damit beide zur Superfamilie der Immunglobuline.
PRR-1 und PRR-2 sind interzelluläre Adhäsionsmoleküle. Sie binden zum einen homophil an sich selbst, zum
andern binden sie an Afadin. Sowohl die PRR-Proteine als auch Afadin kommen v.a. auf Zellverbindungen
vor, die über sog. Cadherine vermittelt werden (Reymond NJ, 2001). Die Gene für PRR-1 und PRR-2 sind auf
Chromosom 19q23 lokalisiert.
Lokalisation: PRR-1 und PRR-2 waren zunächst als Rezeptoren für den Eintritt der humanen Herpes Viren 1
und 2, Pseudo-Rabies-Viren (PRV) und des bovinen Herpes-Virus (BHV-1) in die Zellen bekannt (Gerathy RJ,
2001). Beide werden auf einer Vielzahl von Zellen exprimiert. PRR-1 konnte auf 50% der CD34+Zellen des
KM, PRR-2 auf 20-60% der CD34+Zellen des KM und des peripheren Blutes nachgewiesen werden. Dabei
wurde  PRR-2 v.a. innerhalb der monozytären Zelllinie exprimiert. Ca. 50% der Zellen der megakaryozytären
Zelllinie exprimierten ebenfalls PRR-2, während es auf der erythrozytären und lymphozytären Zelllinien nicht
nachgewiesen werden konnte. Auch auf Endothelzellen konnte PRR-2 nachgewiesen werden (Lopez M,
1998).
Funktion: PRR-2 exprimierende Zellen besitzen die Fähigkeit zur homophilen Adhäsion und spielen damit
eine Rolle beim Zell-zu-Zell-Kontakt der hämopoetischen Zellen untereinander und zum Endothel. Das
Bindungsverhalten der Zellen ist proportional zur PRR-2-Expressionsdichte auf den Zellen. Da PRR-2 nur auf
der interzellulären Seite der Endothelien nachgewiesen werden konnte, scheint PRR-2 zum einen die
Adhäsion der Endothelzellen untereinander zu regulieren, zum anderen an der transendothelialen Migration
von Monozyten beteiligt zu sein. Desweiteren kann PRR-2 auch an Signaltransduktion beteiligt sein, da über
dessen Aktivierung intrazelluläre Tyrosinkinasen rekruitiert werden können (Lopez M, 1998).
Bei der AML wurden PRR-1 und PRR-2 bisher nicht untersucht.
2.2.3.12. UPA-R (CD87)
Urokinase-type plasminogen activator receptor (UPA-R; CD87) kann auf der Oberfläche einer Vielzahl von
Zellen gefunden werden. Die Urokinase ist eine spezifische Serin-Protease, die die Umwandlung von
Plasminogen in Plasmin katalysiert. Diese Aktivierung von Plasmin erfolgt auf der Oberfläche von Zellen, die
den UPA-R exprimieren. Der UPA-R besteht aus einer einzelnen, ligandspezifischen und hochaffinen
glykosylierten Proteinkette, die jedoch keine zytoplasmatischen Domäne besitzt, d.h. zur intrazellulären
Signalübertragung benötigt der UPA-R die Hilfe anderer Moleküle, die eine intrazelluläre Domäne besitzen.
Man vermutet, dass Komplexe aus UPA-R und den Integrinen, v.a. dem ß2-Integrin Mac-1 Signale z.B. an das
Zytoskellet weiterleiten (Simon D, 1996). Ligand des UPA-R ist der Urokinase-Plasminogen-Aktivator. Der
Genort des UPA-R liegt auf Chromosom 19.
Lokalisation: Der UPA-R kann auf einer Vielzahl von gesunden und malignen Zellen gefunden werden. Bei
der Hämopoese wird der UPA-R auf unreifen CD34+ Zellen kaum exprimiert. Während er mit zunehmender
Differenzierung verstärkt auf Myeloblasten und Monoblasten, Promyelozyten, Metamyelozyten, sowie auf
reifen Granulozyten, Monozyten, und einer Untergruppe aktivierter NK-Zellen nachgewiesen werden kann.
Dabei wird UPA-R auf neutrophilen Granulozyten des peripheren Blutes höher exprimiert als auf denen des
KM. Auf Lymphozyten wird UPA-R nicht exprimiert. Zudem kann er auch auf vielen anderen
Bindegewebszellen, wie Endothelzellen, Fibroblasten und Muskelzellen, sowie auf bestimmten Tumorzellen,
wie dem Fibrosarkom, Rhabdomyosakom, dem Melanom, dem Mamma-, Prostata- und Kolon-CA,
nachgewiesen werden (Lanza F, 1998). Auch bei der AML konnte eine UPA-R Expression in 69-81% der
Fälle nachgewiesen werden. Die höchste Expression wurde dabei innerhalb des FAB-Typs M5 gefunden, die
niedrigste innerhalb des FAB-Typs M0. Im Gegensatz zu den Ergebnissen auf gesunden hämopoetischen
Vorläuferzellen zeigte sich in ca. 20% der AML-Fälle auch eine Koexpression von UPA-R und CD34, bei
einigen (ca. 8%) wurde auch Überexpression des UPA-Rs v.a. bei der FAB-M5 beobachtet. Auf leukämischen
Blasten des peripheren Blutes zeigte sich eine signifikant höhere Expression des UPA-Rs als auf Blasten des
KM (Lanza F, 1998).
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Funktion: Der UPA-R scheint an der Extravasion von Zellen durch proteolytische Spaltung der die Zelle
verankernden Adhäsionsproteinen beteiligt zu sein. Es konnte auch ein Zusammenhang der Expression von
UPA-R mit der Metastasierungsfähigkeit von Zellen nachgewiesen werden (Lijnen HR, 1996). Funktionelle
Analysen in vitro zeigten, dass eine Aktivierung des UPA-R auf neutrophilen Granulozten v.a. Zytoskelett-
abhängige Prozesse, wie Beweglichkeit und Degranulation beeinflusst. Es wurde auch gezeigt, dass
intrazellulär der UPA-R in Vesikeln gespeichert wird und bei Aktivierung der Zellen an der Oberfläche
exprimiert wird. Ebenso kann der UPA-R auch wieder internalisiert werden. (Plesner T, 1994). Eine erhöhte
Expressin von UPA-R kann Plasmainhibitoren konsumieren und dadurch eine Blutungsneigung fördern
(Linjen, 1996).
Klinische Relevanz: Lanza F et al. (1998) korrelierten die UPA-R-Expression mit dem klinischen
Erscheinungsbild und dem Verlauf der AML. Sie konnten bei Patienten mit einer sehr hohen UPA-R
Expression ein gehäuftes Auftreten von mukokutanen Infiltrationen und Hepatosplenomegalien feststellen.
Der immunzytologische Nachweis des UPA-R kann zum einen als panmyeloischer Marker zu dienen, zum
anderen kann die Koexpression von CD34 und UPA-R bei der Diagnose eines MRD helfen (Lanza F, 1998).
Ein (Wieder-)Anstieg des UPA-R wurde bei Rezidiven beobachtet.
2.2.3.13. Funktionelle Einteilung der Adhäsionsmoleküle
Interaktionen zwischen hämopoetischen Zellen und dem Knochenmarksstroma haben eine wichtige
Bedeutung bei der Hämopoese.
Die Adhäsion an das Knochenmarksstroma und der hämopoetischen Zellen untereinander beeinflussen v.a.
die Lokalisation im KM und indirekt auch Proliferation und Differenzierung der Zellen. Die Adhäsion an das
Endothel regelt die Transmigration/Mobilisation der Zellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut. Eine
Übersicht über die beteiligten Adhäsionsmoleküle bei der Bindung an das Knochenmarksstroma und an das
Endothel gibt Abb. 2.2.3.13.1.
Eine weitere wichtige Rolle spielen die Adhäsionsmoleküle beim Kontakt der AML-Blasten zu T-Zellen und
NK-Zellen, die bei der Tumorabwehr eine Rolle spielen. Nach unspezifischer Bindung der Adhäsionsmoleküle
auf den Blasten an die T-Zellen, kann der T-Zellrezeptor das MHC-präsentierte Antigen erkennen und weitere
wichtige kostimulatorische Signale sind für eine tatsächliche T-Zell Aktivierung erforderlich. Abbildung Nr.
2.2.3.13.2.  zeigt die Interaktion der in dieser Arbeit untersuchten Adhäsionsmoleküle mit den T-Zellen.
Entsprechend ihrer Hauptfunktionen lassen sich die Adhäsionsmoleküle in drei funktionelle Gruppen einteilen.
Dies wird in Tab. 2.2.3.13.1 dargestellt.
Über die Expression eines Adhäsionsmoleküls allein kann noch nicht auf dessen funktionellen Status
geschlossen werden. V.a. Integrine und Immunglobuline werden über Affinitätsänderungen zum Liganden
reguliert. Ein anderer Regulationsmechanismus ist das Abspalten funktioneller, löslicher Rezeptoren, die
kompetitiv das Binden der rezeptortragenden Zelle verhindern können (z.B. ICAM-1, CD62L). Andere
Adhäsionsmolküle werden durch Internalisierung des Moleküls in intrazellulären Vesikeln, die bei Bedarf
wiederum auf der Zelloberfläche exprimiert werden, reguliert (z.B. UPA-R).
Tab. 2.2.3.13.1. Lokalisation und Funktion der Adhäsionsmoleküle
CD Adhäsions-
molekül
bindet an Lokalisation Funktion bei gesunden Zellen Beobachtungen bei AML
(soweit bekannt)
Zell-Stroma-Kontakt fördernd/ Zell-zu-Zell-Kontakt fördernd
CD49b VLA-2 Kollagen I, III-VI Endothel, Epithel, Fibroblasten, Thrombozyten,
aktivierte T-Zellen, mononukleäre
Knochenmarkszellen, KM-Stromazellen
- Adhäsion an das KM-Stroma nicht untersucht
CD49c VLA-3 Fibronektin, Laminin, Kalinin
Kollagen, I-IV,
Epithel, Basalmembran, KM-Stroma-Zellen. - Adhäsion an das KM-Stroma nicht untersucht
- PRR-1 PRR-1, Afadin CD34+ KM-Zellen, monozytäre Zellen,
megakaryozytäre Zellen, Endothelzellen
- Zell-zu-Zell-Kontakt
- Zell-Endothel-Kontakt
- Eintritt für verschiedene Viren
nicht untersucht
- PRR-2 PRR-1, Afadin CD34+ KM-Zellen, monozytäre Zellen,
megakaryozytäre Zellen, Endothelzellen
- Zell-zu-Zell-Kontakt
- Zell-Endothel-Kontakt
- Eintritt für verschiedene Viren
nicht untersucht
Zell-Endothel-Kontakt fördernd
CD62L L-Selektin CD34, PCLP-1, Gly-CAM,
Mad-CAM-1, Sialomucine
Unreife, myeloide Progenitorzellen, B-, T-
Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen,
Monozyten,
- Zell-Endothel-Kontakt („Rolling“, „ Homing“ )
- Induktion der LFA-1/ ICAM-Bindung
- Differenzierung und Proliferation hämopoetischer
Stammzellen
- Hohe lösliche CD62L-Konzentrationen im Serum
- Extravasation der AML-Blasten
CD11a LFA-1 ICAM 1-3 CD34+CD38-Stammzellen, myeloid und lymphoid
determinierten Progenitorzellen, Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen, Megakaryozyten, T- und
B-Lymphozyten, NK-Zellen
- Zell-Endothel-Kontakt (Transmigration)
- Induktion des „Shedding“ von CD62L
- Häufige Expression (>80% der Blasten) korreliert mit
verminderter 5-Jahres-Überlebensrate der Patienten
CD11b Mac-1 iC3b, ICAM-1, Fibrinogen,
Lipopolysaccharide, ß-
Glukane, Gerinnungsfaktor X
CD34+Progenitorzellen (selten), Monozyten,
Granulozyten, NK-Zellen und aktivierte T-Zellen
- Zell-Endothel-Kontakt (Transmigration)
- Phagozytose infektiöser Agenzien
- ATRA reguliert Expression von CD11b hoch
- Hohe Expression korreliert mit ungünstigen klinischen Verlauf
der Patienten (divergierende Meinungen)
CD87 UPA-R Urokinase-Plasminogen-
Aktivator (UPA)
Myelomonozytäre Progenitorzellen, Granulozyten,
Monozyten, aktivierte NK-Zellen, Endothelzellen,
Fibroblasten, Muskelzellen, solide Tumorzellen
- Umwandlung von Plasminogen in Plasmin
- Extravasation durch proteolytische Spaltung der die Zelle
verankernden Adhäsionsmoleküle
- Steuerung zytoskelettabhängiger Prozesse (Beweglichkeit,
Degranulation)
- fördert Blutungsneigung
- Gehäuftes Auftreten von mukokutanen Infiltrationen und
Hepatosplenomegalien
Kontakt zu immunkompetenten Zellen fördernd
CD54 ICAM-1 LFA-1, Mac-1, CD43 hämopoetische Progenitorzellen, Monozyten,
Endothelzellen
- Aggregation der Granulozyten untereinander
- Zell-Endothel-Kontakt (Transmigration)
- Steuerung der T- und B-Zellantwort
- Erhöhte lösliche ICAM-1-Konzentration im Serum
- Steuerung der LAK-Zell-Antwort
CD58 LFA-3 CD2 hämopoetische Progenitorzellen, Erythrozyten,
dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen,
Granulozyten, B-Lymphozyten
- Steuerung der T-Zellantwort
- Steuerung der FAS-induzierten Apoptose
- Unterstützung der T-Zell-Antwort gegen AML-Blasten
- Hohe Expression korreliert mit guter Prognose
CD80 B7-1 CD28, CTLA-4 Monozyten, Makrophagen, B-Zellen, dendritische
Zellen (nach Aktivierung)
- Aktivierung der T-Zell-Antwort (CD28)
- Limitierung der T-Zell-Antwort (CTLA-4)
- Unterstützung der T-Zell-Antwort gegen AML-Blasten
- Nach Züchtung von DC aus AML-Blasten wird B7-1 exprimiert
CD86 B7-2 CD28, CTLA-4 Monozyten, Makrophagen (konstitutionell), B-Zellen,
dendritische Zellen (nach Aktivierung)
- Aktivierung der T-Zell-Antwort (CD28)
- Limitierung der T-Zell-Antwort (CTLA-4)
- Unterstützung der T-Zell-Antwort gegen AML-Blasten
- Nach Züchtung von DC aus AML-Blasten wird B7-2 verstärkt
exprimiert
- Hohe Expression korreliert mit schlechter Prognose
CD56 NCAM NCAM, ß3-Integrine myelomonozytäre und lymphozytäre
Progenitorzellen, NK-Zellen, Monozyten, dendritische
Zellen, neuronale Zellen
- Zell-zu-Zell-Kontakt
- Extravasation der Zellen
- Steuerung der T- oder NK-Zell-Antwort
- Nach Züchtung von DC aus AML-Blasten wird NCAM verstärkt
exprimiert
- Steuerung der NK-Zell-Antwort
- Erhöhte Inzidenz extramedullärer Manifestationen und
Myeloblastomen
Anmerkung: Diese Tabelle fasst Informationen zu den einzelnen Adhäsionsmolekülen zusammen, die bereits in den vorherigen Kapiteln genau erläutert wurden. Es wurde daher auf die jeweiligen Literaturangaben in der Tabelle verzichtet.
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2.3. Zielsetzung der Arbeit
Übermäßige Proliferation unreifer hämopoetischer Vorstufen, Expansion dieser Zellen in die Peripherie,
extramedulläre Manifestationen und verminderte Elimination der transformierten, malignen Zellen durch das
Immunsystem stellen grundlegende pathologische Veränderungen bei der AML dar. Da diese
Pathomechanismen sowohl über Zytokine und Zytokinrezeptoren, als auch über Adhäsionsmoleküle und
ihren Bindungspartnern gesteuert werden, wurde in dieser Arbeit die Expression von ausgewählten
Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmolekülen auf AML-Blasten und gesunden KM-Zellen untersucht.
Die AML ist eine sehr heterogene Erkrankung, die sich klonal aus verschiedenen Reifungsstufen der
myeloiden Zellreihe entwickeln kann. Bei der normalen Hämopoese werden Zytokinrezeptoren in
Abhängigkeit von Reifegrad und Linienzugehörigkeit (granulozytär, monozytär) der hämopoetischen Zellen
exprimiert. Daher wurden in dieser Arbeit Zytokinrezeptoren ausgesucht, die auf verschiedenen Reife- und
Differenzierungsstufen exprimiert werden. Auch die Adhäsionsmoleküle haben unterschiedliche Funktionen
im komplexen Zusammenspiel der Zellen untereinander, im Kontakt mit dem Endothel, mit dem KM-Stroma
und den Abwehrzellen, so dass auch aus diesen „funktionellen Gruppen“ entsprechende Adhäsionsmoleküle
ausgesucht wurden.
Ziel dieser Arbeit war es daher zunächst, charakteristische Unterschiede in der Expression von
Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmolekülen zum einen zwischen gesunden und leukämischen KM-Proben,
zum anderen innerhalb der verschiedenen Subtypen der AML (FAB-Typen, primäre und sekundäre AML)
herauszuarbeiten.
Wichtig für therapeutische Entscheidungen bei der AML ist die Einteilung in prognostische Risikogruppen, die
mittels zytogenetischer Analysen ermittelt werden. Da sich aber nur bei ca. 50-60% der Patienten
chromosomale Aberrationen nachweisen lassen, besteht ein Bedarf an karyotypunabhängigen
Prognosekriterien. Dazu wurden bei allen Patienten zytogenetische Untersuchungen durchgeführt. Die
Expression von Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmolekülen wurde sowohl mit den zytogenetischen
Risikogruppen verglichen als auch mit dem tatsächlichen klinischen Verlauf der Patienten. An klinischen
Daten wurde die Remissionsrate und die Dauer der progressfreien Überlebenszeit erfasst.
Zytokine (v.a. G- und GM-CSF) werden in der Therapie der AML regelmäßig eingesetzt. Man unterscheidet
dabei den Einsatz vor (=Priming) und nach (=Supportivtherapie) Chemotherapie. Bislang ist jedoch wenig
über die Expression der Zytokinrezeptoren auf den AML-Blasten bzw. AML-Subtypen bekannt. So sollte diese
Arbeit auch dazu dienen, gezieltere Strategien für die Zytokintherapie anhand der Untersuchung von
individuellen Expressionsmustern der entsprechenden Zytokinrezeptoren zu finden.
Obwohl die Funktionalität der Oberflächenmoleküle in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, macht doch die
Expression auf der Oberfläche der Zellen ihre Funktionalität - entsprechend den in anderen Arbeiten
durchgeführten funktionellen Untersuchungen - wahrscheinlicher. Im letzten Teil dieser Arbeit wurden daher
mögliche biologischen Auswirkungen veränderter Zytokinrezeptor- und Adhäsionseigenschaften dargestellt.
Damit sollte schließlich ein Beitrag zum besseren Verständnis der Biologie der AML geleistet werden und
Ausblicke in neue diagnostische und therapeutische Ansätzen gegeben werden.
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3. Material und Methoden
3.1. Auswahl des Patientenkollektivs
In diese Arbeit gingen Untersuchungen von insgesamt 103 AML Patienten bei Erstdiagnose und 8
Knochenmarksproben von gesunden Probanden ein, die zwischen 1997 bis 2001 dem Labor für
Leukämiediagnostik der III. Medzinischen Klinik des Klinikums Grosshadern zugesandt wurden. Die
morphologischen, zytochemischen und diagnostischen Befunde wurden von Hr. PD Dr. Dr. T. Haferlach,
zytogenetische Befunde von Fr. Dr. C. Schoch erstellt. Immunzytologische Charakterisierungen der KM-Proben
wurden von Fr. Dr. S. Danhauser-Riedl und Fr. PD Dr. H. Schmetzer durchgeführt. Sämtliche Befunde bzw.
immunzytologischen Messergebnisse wurden für weitere Auswertungen und Reanalysen dieser Arbeit zur
Verfügung gestellt.
Um die klinische Relevanz der erhobenen Befunde zu erfassen wurde von 61 Patienten der klinische Verlauf (Art
der Therapie, Ansprechen auf die Therapie, Knochenmarkstransplantation, Rezidiv, Versterben) erfasst. Nur
diejenigen Patienten, die nach dem AML-CG-Protokoll (siehe Kap 2.1.8.1) behandelt wurden, wurden in die
Beurteilung der Ansprechraten und der progressfreien Überlebenszeiten mitaufgenommen. Eine hämatologische/
klinische Vollremission wurde nach den EORTC-Kriterien festgelegt (Zittoun R; 1996): Kein Nachweis von
Leukämiezellen im peripheren Blut, Erholung des Blutbildes (Leukozyten >2000-10000/mm3, Granulozyten
>1.500/mm3, Thrombozyten >100.000/mm3, Hb>12g/dl), Normalisierung von Organvergrößerungen, weniger als
5% Blasten aller kernhaltigen Zellen im Knochenmark. Wenn der Anteil der blastären Zellen durch einen
Induktionszyklus nach Regeneration des Knochenmarks dagegen gleich geblieben oder gar angestiegen war,
wurde dies als refraktäre Leukämie oder Persistenz der Erkrankung definiert. Nach dem Erreichen einer
Remission wurde als Rezidiv bezeichnet, wenn der Blastenanteil im Knochenmark wieder auf mehr als 5 %
anstieg. Als Frührezidiv wurde eine Rezidiv innerhalb eines ½ Jahres nach Diagnosestellung bezeichnet
(Wilmanns W, 1996). Als Frühtod wurde das Versterben eines Patienten innerhalb von einem Monat nach
Diagnosestellung definiert (Wilmanns W, 1996).
3.2. Verarbeitung des Untersuchungsmaterials
Das Knochenmark wurde nach Aufklärung der Patienten durch Punktion des hinteren Beckenkammes gewonnen.
Als Kontrolle wurden Knochenmarkspunktionen von gesunden KM-Spendern verwendet. Die Antikoagulation der
KM-Proben erfolgte mit Heparin oder EDTA. Zur morphologischen und zytochemischen Beurteilung wurden KM-
Ausstriche angefertigt. Für zytogenetische Untersuchungen wurden heparinisierte Voll-KM-Proben angesetzt. Zur
Erstellung der übrigen Befunde wurden frisch separierte mononukleäre Zellen (MNZ) verwendet, die nach
Verdünnung der Proben mit Hank´s Puffer über Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Hypaque) gewonnen
wurden (Böyum, 1984). Dadurch wurden ausdifferenzierte Zellen, wie Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten
oder Megakaryozyten, abgetrennt und gesunde bzw. leukämische hämopoetischen Vorläuferzellen, sowie
Lymphozyten und Monozyten weiter untersucht. Bereits separierte MNZ, die nicht am selben Tag
weiterverarbeitet werden konnten, wurden nach Zugabe von fetalem Kälberserum oder Terasaki-Medium über
Nacht bei 4°Grad Celsius im Kühlschrank gelagert. Für Fragestellungen dieser Arbeit wurden zum Teil MNZ
verarbeitet, die nach Kryokonservierung in flüssigen Stickstoff bei –196°Grad Celsius aufgetaut worden waren
(Fliedner 1977).
3.3. Morphologische und zytochemische Untersuchungsmethoden
Die Knochenmarksausstriche wurden nach der panoptischen Methode von Pappenheim (May-Grünwald-Giemsa)
gefärbt und morphologisch entsprechend den FAB-Kriterien beurteilt (siehe Tab. 2.1.7.1). Ebenso wurde der
Anteil der Blasten zu allen MNZ im Ausstrich beurteilt (=morphologisch bestimmter Blasten-Anteil). Zur
genaueren Differenzierung wurden die Knochenmarksausstriche zusätzlich zytochemisch mit Myeloperoxidase
Sudanschwarz, alpha-Naphthylacetat-Esterase, Naphthol-ASD-Chloracetat-Esterase und PAS (Periodic Schiff
Säure) gefärbt.
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3.4. Immunzytologische Untersuchungsmethoden
Zur Immunphänotypisierung wurden die Zellen durchflusszytometrisch mit Hilfe direkt Fluorochrom-markierter
monoklonaler Maus-Antikörper des IgG-1- oder IgG-2-Subtyps untersucht. Um Unterschiede in der
Antigenerkennung zu vermeiden wurde bei allen Analysen derselbe Antikörperklon mit demselben konjugierten
Fluorochrom verwendet. Bei der Auswahl des Farbstoffs wurden Antigene, die in der Regel nur schwach auf der
Zelloberfläche der untersuchten Zellen exprimiert werden, mit dem stark fluoreszierenden Fluorochrom R-
Phycoerythrin (R-PE) oder dem etwas weniger stark fluoreszierenden Cy5-Tandem-Konjugat (PE/Cy5)
untersucht. Während eher hoch exprimierte Antigene mit Antikörpern untersucht wurden, die mit dem  etwas
schwächer fluoreszierenden Fluorochom  Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugiert waren. Zu den
Probenröhrchen mit 100µl der fikollierten MNZ-Suspension mit ca 1x106 Zellen wurde nach den Vorschriften des
Herstellers entsprechende Mengen Fluorochrom-gekoppelter Antikörper und jeweils 10% Kaninchenserum
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 15-20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend
wurde 3ml PBS zugegeben und 5min bei 800U/min (400g) mit Bremse zentrifugiert. Der Überstand wurde
dekantiert und die Zellen in 500µl PBS resuspendiert. Eine Übersicht über die verwendeten Antikörper gibt
Tabelle 3.4.1.
Tab. 3.4.1 Fluorochrom markierte Antikörper
MausAntikörper (MoAb) Anti- Markiertes
Fluorochrom
Zellklon Isotyp Firma
Anti-Zytokinrezeptor-MoAb
CD114 PE LMM 775 IgG1 Serotec
CD116 PE SC06 IgG1 Beckman Coulter
CD117 PE-CY5 95C3 IgG1 Beckman Coulter
CD123 PE 9F5 IgG1 Beckton-Dickinson
CD130 PE AM64 IgG1 PharMingen
CD135 PE SF1.340 IgG1 Beckman Coulter
Anti-Adhäsionsmolekül –MoAb
CD11a FITC 25,3 IgG1 Beckman Coulter
CD11b FITC Bear1 IgG1 Beckman Coulter
CD49b FITC Gi9 IgG1 Beckman Coulter
CD49c FITC IgG1 SBA
CD54 PE 84H10 IgG1 Beckman Coulter
CD56 PE N901(nKH1) IgG1 Beckman Coulter
CD62L FITC DRE G56 IgG1 Beckman Coulter
CD58 PE AICD 58 IgG2a Beckman Coulter
CD80 PE-CY5 DAL-1 IgG1 Serotec
CD86 PE MCA1118PE IgG1 Serotec
CD87 PE IgG1 Beckman Coulter
PRR-1 PE R1.302.12 IgG1 Beckman Coulter
PRR-2 PE R2.477.1 IgG1 Beckman Coulter
Isotypkontrollen: FITC IgG1 Beckman Coulter
PE IgG1 Beckman Coulter
PE IgG2a Beckman Coulter
PE-CY5 IgG1 Beckman Coulter
Alle Messungen wurden an einem Durchflusszytometer der Firma BD (FACSCalibur) durchgeführt. Das Gerät
wurde den Herstellerangaben entsprechend gewartet, Geräteeinstellungen wurden regelmäßig durch Messungen
mit Fluorochrom konjugierten Beads überprüft. Isotypkontrollen (IgG1-FITC, IgG1-PE,IgG2a-PE, IgG1PE-CY5)
wurden regelmäßig mitgeführt und 1% positive Zellen wurden in der Isotypkontrolle toleriert.
Die durchflusszytometrische Datenaufnahme und –auswertung erfolgte mit dem Programm CellQuest (Fa. BD).
Die Leukämiepopulation zeigte entsprechend ihrer zellulären Charakteristika (Zellgröße, Granularität) in der Dot-
Plot-Darstellungsform `Vorwärtsstreulicht (y-Achse) gegen Seitwärtsstreulicht (x-Achse)´ ein typisches
Scatterbild, über das ein Auswertefenster gelegt wurde. Bei leukämischen Proben wurde das Auswertefenster um
die leukämischen Population und darin enthaltene (residuelle) Monozyten und Lymphozyten gelegt (Abb. 3.4.1).
Bei Analyse von KM-Proben gesunder Probanden wurde das Auswertefenster über die Lymphozyten und
Monozyten und die darin enthaltene Progenitorzellpopulation gelegt. In der Histogrammdarstellung konnte zum
einen der Anteil der Antikörper-tragenden Zellen (%) zu allen Zellen, zum anderen auch die Lichtintensität zur
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Abschätzung der relativen Rezeptordichte bestimmt werden. Sie wurde als die mittlere Peak-
Fluoreszenzintensität (mFI) des Farbkanals mit Hilfe des Cell-Quest-Programms berechnet (mFI = ? ? i / n, ?i =
Wert des Farbkanals für das ith-Event, n = Anzahl der untersuchten Events). Ein KM-Probe wurde als positiv für
das ensprechende Antigen gewertet, wenn mehr als 20% aller gegateten Zellen den entsprechenden Antikörper
exprimierten (Bene MC, 1995).
3.5. Zytogenetische Untersuchungsmethoden
Bei allen Patienten wurden zytogenetische Untersuchungen durchgeführt. Die Präparation der Chromosomen
zum Auffinden von numerischen oder strukturellen Aberrationen erfolgte an unstimuliertem, heparinisiertem
Knochenmarksaspirat nach eintägiger Kultivierung der Zellen und Arretierung des Zellzyklus in der Metaphase
durch das Spindelgift Colchicin. Durch Giemsa-Färbung wurden bestimmte Abschnitte der Chromosomen
unterschiedlich stark angefärbt, so dass anhand dieser spezifischen Bandenmusterung neben der Größe der
Chromosomen auch eine Sortierung nach ihrem Färbeverhalten und somit auch die Bestimmung des Karyotyps
vorgenommen werden konnte (Schoch C, 1997). Durch Erstellung solcher Karyogramme konnten fehlende oder
zusätzliche Chromosomen, sowie Chromosomenumlagerungen dargestellt und chromosomale Aberrationen
nachgewiesen werden (Schmetzer H, 1997, Rooney 1992). Die Chromosomen wurden entsprechend den ISCN
(International System for Human Cytogenetic Nomenclature)-Kriterien interpretiert (Mitelman K, 1995)
Anschließend wurden die untersuchten Fälle in günstige, intermediäre und schlechte zytogenetische
Prognosegruppen eingeteilt (Mrozek K, 1997) (siehe Tab. 3.5.1).
Tab.3.5.1.  Einteilung in zytogenetische Risikogruppen.
Prognose Chromosomenaberration
Günstig inv/ t 16, t (8;21), t (15;17)
Ungünstig del (5q), -5, del (7q), -7, inv/t(3), del/t (11q23), t(6;9),
komlexer Karyotyp (=3 Aberrationen)
Intermediär normaler Karyotyp, übrige Aberrationen
3.6. Statistische Berechnungen
Die statistischen Auswertungen dieser Arbeit wurden mit dem Programm Excel (Microsoft) durchgeführt. Dabei
wurden Mittelwerte, Standardabweichungen, Mediane, Schwankungsbereiche sowie Gruppenvergleiche mit dem
zweiseitigen T-Test bzw. Qui-Quadrat-Test ermittelt. Für die Berechnung der progressfreien Überlebenszeiten
wurden diejenigen Patienten zensiert, die eine Knochenmarkstranplantation erhielten und die an anderen nicht
Leukämie-bedingten Ursachen verstorben sind. Patienten, die nicht nach dem AML-CG-Protokoll behandelt
wurden, wurden aus den Berechnungen ausgeschlossen. Cut-off-Werte für den Anteil an für ein Antigen positiver
Blasten (%) und der progressfreien Überlebenszeit wurden anhand derjenigen Werte abgeschätzt, bei denen aus
dem Vergleich der jeweils entstandenen Gruppen, der höchste Chi-Quadrat-Wert hervorgegangen war. Die Cut-
off-Werte entsprachen damit demjenigen Anteil positiver Blasten, bei dem die höchste Wahrscheinlichkeit für
einen signifikanten Unterschied im progressfreien Überleben zwischen den jeweils entstandenen
Patientenkollektiven bestand. Die den entsprechenden Cut-off-Werten zugeordneten progressfreien
Überlebenszeiten wurden mit Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und der statistische Unterschied mittels Log-rank-
Test ermittelt (Reif S, 2001). Ein p-Wert < 0.05 galt als statistisch signifikant.
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4. Ergebnisse
In dieser Arbeit wurde die Expression von Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmolekülen in KM-Proben von
insgesamt 103 AML-Patienten bei Erstdiagnose und acht gesunden Probanden untersucht. Da nicht immer alle
Marker bei allen Patienten untersucht wurden, variierten die Fallzahlen innerhalb der einzelnen Gruppen.
Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmoleküle wurden in funktionelle Gruppen eingeteilt (siehe Kap. 2.2.2.7 und
2.2.2.13) und in dieser Reihenfolge in den Tabellen aufgeführt. Zunächst wurde die Expression von
Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmolekülen in AML-KM-Proben mit der Expression innerhalb gesunder KM-
Proben verglichen. Anschließend wurde die Expression innerhalb der verschiedenen FAB-Typen, bei der
primären und sekundären AML und innerhalb der zytogenetischen Risikogruppen untersucht. Zuletzt wurde die
prognostische Bedeutung der einzelnen Oberflächenmoleküle in Bezug auf das Erreichen einer Remission und
der progressfreien Überlebenswahrscheinlichkeit untersucht.
4.1.  Antigenexpression in KM-Proben von AML-Patienten und gesunden
Probanden
4.1.1. Zytokinrezeptoren
Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv (Tab. 4.1.1.1.) umfasste 19 Patienten mit unreifen
Leukämien (M0, M1), 30 Patienten mit Leukämien, die der granulozytären Differenzierungslinie zugeordnet
werden (M2, M3), 35 Patienten mit monozytären Leukämien (M4, M5) und jeweils einen Fall mit einer
Erythroleukämie (M6) und megakaryozytären Leukämie (M7). Bei 82% bestand eine primäre AML, bei den
übrigen Patienten eine sekundäre AML. Das Verhältnis Frauen zu Männer betrug 1,3 : 1. Der Altersmedian bei
Diagnosestellung rangierte bei 59 Jahren.
Tab 4.1.1.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs   
AML-Patienten bei Erstdiagnose
(n=89) 7,8
Alter (Median/Schwankungsbereich) [y] 59 (18-84)
morph-Blasten (m±s) [%] 69±20
iz-Blasten (m±s) [%] 81±15
FAB-Typen
M0  [n] 2
M1  [n] 17
M2  [n] 21
M3  [n] 10
M4  [n] 25
M5  [n] 10
M6  [n] 1
M7  [n] 1
pAML  [n] 73
sAML  [n] 15
Zytogenetische Risikogruppen1
Günstig       [n] 18
Intermediär [n] 51
Schlecht      [n] 20
Remissionrate3 (Ansprecher/alle) [n/n]2 51/82 (62%)
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 176 ± 133
Rezidivrate (Rezidive/ Ansprecher) [n/n]2 19/51 (37%)
Progressfreie Überlebenszeit5 (m±s)[d] 181 ± 75
Todesrate (Verstorbene/alle)  [n/n]2 38/82 (46%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d] 80 ± 92
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML
1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf
erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letzten Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die
eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind; 7zwei Patienten waren nicht FAB-klassifiziert; 8bei einem
Patient keine Angabe, ob p/sAML.
Die morphologisch bestimmten Blastenzahlen im KM lagen bei durchschnittlich 69%, die immunzytologisch
bestimmten Blastenzahlen bei 81%. 60% der Patienten (n=53) wurden nach dem Therapieregime der German-
AML-Cooperative-Group (AML-CG-Protokoll) mit Doppelinduktion behandelt. Alle bis auf einen der 10 Fälle mit
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Promyelozytenleukämie wurden mit TAD und ATRA behandelt. 10 AML-Patienten wurden nach anderen
Therapieprotokollen (ICE, IVA, OSHO97 usw.) behandelt. 2 Patienten verstarben an der Leukämie noch vor
Therapiebeginn. Bei den übrigen 24 Patienten lagen keine Angaben zur Therapie vor. Die Ansprechraten
(=Erreichen einer Vollremission) auf alle therapeutische Maßnahmen lag bei 62%, die Ansprechrate auf die AML-
CG-Therapie lag mit 70% etwas höher. Insgesamt wurden 16 Frühtodesfälle verzeichnet. Die Überlebenszeit der
insgesamt 36 verstorbenen Patienten betrug nach Diagnosestellung im Durchschnitt 2,7 Monate, die rezidivfreie
Zeit der 19 (rezidivierten) Patienten im Durchschnitt ca. 6 Monate. Die Beobachtungsdauer pro Patient lag
zwischen 1 Tag und 16 Monaten, durchschnittlich wurden die Patienten ca. 6 Monate lang beobachtet. Die
Beobachtungszeit endete, wenn die Patienten sich einer Knochenmarkstransplantation unterzogen, ein Rezidiv
erlitten oder verstarben. Bei Patienten in CR wurde der Zeitpunkt des letzten Kontakts als Endpunkt des
Beobachtungszeitraumes gesetzt. 18 Patienten wiesen einen prognostisch günstigen Karyotyp, 20 Patienten
einen prognostisch ungünstigen Karyotyp auf.
Die Ergebnisse der Zytokinrezeptorexpression auf AML-Blasten im Vergleich zu gesunden KM-Proben werden in
Tab. 4.1.1.2. dargestellt:
Tab. 4.1.1.2. Zytokinrezeptorexpression bei AML-Patienten und gesunden Probanden.
AML-Patienten bei Erstdiagnose Gesunde Probanden
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n]2
Anteil pos.
Zellen3 (m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos. Fälle/
alle
[n/n]
Anteil pos.
Zellen (m±s)
[%]
mFI
(m±s)
FL-R 55/89
(62%)
35±30 48±35 0/7
(0%)
3±3 42±8
SCF-R 36/48
(75%)
46±30 100±68 0/8
(0%)
11±4 120±36
IL-3-R 32/36
(89%)
61±27 121±93 0/4
(0%)
9±5 118±94
GM-CSF-R 56/89
(63%)
38±30 94±80 2/7
(29%)
16±7 192±60
G-CSF-R 15/37
(41%)
25±29 45±69 0/4
(0%)
10±5 59±4
gp130-Subunit 0/36
(0%)
4±4 27±29 1/4
(25%)
23±23 78±70
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
Die meisten KM-Proben von AML-Patienten waren positiv für den IL-3-R (90% der Fälle) und den SCF-R (75%
der Fälle). 62% der AML-KM-Proben waren positiv für den FL-R, 63% für den GM-CSF-R und nur 41% für den G-
CSF-R. Die gp130-Subunit war bei keinem der untersuchten AML-Fälle positiv. Im Gegensatz hierzu waren zwei
von sieben untersuchten KM-Proben der gesunden Probanden positiv für den GM-CSF-R und eine von vier
Proben für die gp130-Subunit. Für alle anderen Zytokinrezeptoren mussten die gesunden KM-Proben als negativ
gewertet werden. Aus Abb. 4.1.1.1. geht hervor, dass der durchschnittliche Anteil Zytokinrezeptor-exprimierender
Zellen im Auswertefenster innerhalb der KM-Proben von AML-Patienten deutlich höher als der von den gesunden
Probanden war. Einzige Ausnahme bildete die gp130-Subunit, deren Anteil bei der AML niedriger als bei
Gesunden war. Umgekehrt war die mittlere, relative Rezeptordichte (mFI) bei AML-Patienten niedriger als bei
gesunden Probanden.
Abb. 4.1.1.1. Zytokinrezeptor-Expression (%) im KM gesunder Probanden und AML-Patienten bei Erstdiagnose
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4.1.2. Adhäsionsmoleküle
Bei insgesamt 103 AML-Patienten und 8 gesunden Probanden wurde die Expression von Adhäsionsmolekülen
untersucht. Das untersuchte Patientenkollektiv bei Erstdiagnose umfasste 24 Patienten mit unreifen Leukämien
(M0, M1), 34 Patienten mit Leukämien, die der granulozytären Differenzierungslinie zugeordnet werden (M2, M3),
und 42 Patienten mit monozytären Leukämien (M4, M5). Bei 82% der Patienten bestand eine primäre Leukämie,
bei den übrigen eine sekundäre Leukämie. Das Verhältnis Frauen zu Männern betrug 1,2 : 1. Der Altersmedian
rangierte bei 58 Jahren. Die morphologisch bestimmten Blastenzahlen im KM lagen bei durchschnittlich 71%, die
immunzytologisch bestimmten Blasten bei 83%. 19% der Patienten wiesen einen prognostisch günstigen, 25%
einen prognostisch ungünstigen Karyotyp auf. Die meisten Patienten (n=61, 66%) wurden nach dem AML-CG-
Protokoll behandelt. Alle bis auf einen der 10 Fälle mit einer Promyelozytenleukämie wurden mit ATRA und TAD
therapiert. Die übrigen Patienten wurden nach anderen Therapieprotokollen behandelt. Insgesamt 90 der 103
Patienten wurden über einen durchschnittlichen Zeitraum von ca. sechs Monaten beobachtet. Der
Beobachtungszeitraum erstreckte sich von einen Tag bis hin zu zwei Jahren. Drei Patienten verstarben noch vor
Therapiebeginn. Die Ansprechrate auf die Therapie lag bei 61%. Bei den Patienten, die ausschließlich nach dem
AML-CG-Protokoll behandelt wurden, lag die Ansprechrate mit 70% etwas höher. Von den Patienten, die eine
Remission erreichten, rezidivierten 42% nach durchschnittlich sechs Monaten. Die Hälfte der von uns
untersuchten Patienten verstarb nach durchschnittlich drei Monaten. 18 Patienten verstarben bereits innerhalb
des ersten Monats nach Diagnosestellung (=Frühtod), die übrigen Patienten nach durchschnittlich fünf Monaten.
Tab 4.1.2.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs
AML-Patienten bei Erstdiagnose
(n=103)7
Alter (Median/Schwankungsbereich) [y] 58 (18-84)
morph-Blasten (m±s) [%] 73±19
iz-Blasten (m±s) [%] 84±12
FAB-Typen
M0  [n] 2
M1  [n] 22
M2  [n] 24
M3  [n] 10
M4  [n] 29
M5  [n] 12
pAML  [n] 86
sAML  [n] 17
Zytogenetische Risikogruppen1
Günstig       [n] 20
Intermediär [n] 58
Schlecht      [n] 25
Remissionrate3 (Ansprecher/alle) [n/n]2 61/90 (67%)
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 182±146
Rezidivrate (Rezidive/ Ansprecher) [n/n]2 25/61 (41%)
Progressfreie Überlebenszeit5 (m±s)[d] 191±84
Todesrate (Verstorbene/alle)  [n/n] 2 44/90 (49%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d] 98±108
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML
1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf
erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letzten Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die
eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind; 7vier Patienten waren nicht FAB-klassifiziert.
Tabelle 4.1.2.2. zeigt die durchschnittliche Expression von Adhäsionsmolekülen in KM-Proben von AML-
Patienten und gesunden Probanden. Bei den AML-KM-Proben wurden die Oberflächenmoleküle PRR-2, Mac-1,
UPA-R, B7-1, B7-2 und NCAM deutlich häufiger exprimiert (höherer Anteil positiver Zellen im Auswertefenster,
höherer Anteil positiver Fälle) als bei den gesunden KM-Proben (siehe Abb. 4.1.2.1). Die mittlere, relative
Rezeptordichte dieser Marker war dagegen bei den AML-Patienten niedriger (Mac-1, B7-1, B7-2) oder
vergleichbar (PRR-2, UPA-R, NCAM). VLA-2, PRR-1, L-Selektin wurden weniger häufig (Anteil positver Zellen/
Anteil positiver Fälle) und auch weniger hoch (mFI) in den AML-KM-Proben als in den gesunden KM-Proben
exprimiert. Keine wesentlichen Unterschiede konnten für LFA-1, LFA-3 und ICAM-1 gefunden werden. Lediglich
die mittlere, relative Rezeptordichte für ICAM-1 war bei den gesunden KM-Proben höher. VLA-2 war in beiden
Gruppen sehr gering  (3-4% der Zellen positiv) exprimiert.
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Tab. 4.1.2.2. Expression von Adhäsionsmolekülen bei AML-Patienten und gesunden Probanden
AML-Patienten bei Erstdiagnose Gesunde Probanden
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos. Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos. Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Stroma-Kontakt fördernd
VLA-2 23/36
(64%)
45±40 79±56 4/4
(100%)
38±9 214±
128
VLA-3 0/32
(0%)
3±4 26±20 0/4
(0%)
3±1 53±10
PRR-1 29/55
(53%)
35±33 68±63 7/8
(88%)
49±19 233±
61
PRR-2 41/55
(75%)
45±30 52±36 3/8
(38%)
15±8 50±12
Endothel-Kontakt fördernd
L-Selektin 14/36
(39%)
31±50 69±65 4/4
(100%)
43±15 241±
88
LFA-1 27/29
(93%)
71±29 283±
259
4/4
(100%)
53±8 291±
68
Mac-1 29/48
(60%)
32±26 217±
271
3/8
(38%)
18±6 350±
84
UPA-R 36/93
(39%)
20±23 77±
162
0/8
(0%)
8±5 69±16
T-Zell/ NK-Zell-Kontakt fördernd
ICAM-1 23/33
(70%)
37±28 76±54 3/ 4
(75%)
31±15 201±
106
LFA-3 29/29
(100%)
95±13 255±
171
4/4
(100%)
81±10 297± 135
B7-1 13/28
(46%)
30±30 96±
112
0/4
(0%)
8±2 128±
26
B7-2 19/29
(66%)
39±31 82±68 0/4
(0%)
19±7 115±9
NCAM 24/93
(26%)
20±30 345±
359
0/7
(0%)
6±2 360±
144
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
Abb. 4.1.2.1.  PRR-2, Mac-1, UPA-R, B7-1, B7-2, NCAM wurden im Durchschnitt häufiger im KM von AML-
Patienten als im KM gesunder Probanden exprimiert.
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4.2. Antigenexpression bei primärer und sekundärer AML
4.2.1. Zytokinrezeptoren
74 Patienten mit einer primären (pAML) und 15 Patienten mit einer sekundären AML (sAML) wurden bezüglich
ihrer Expression von Zytokinrezeptoren verglichen. Der Altersmedian in der sAML-Gruppe lag mit 70 Jahren
deutlich höher als in der pAML-Gruppe (Altersmedian: 57 Jahre). Bei der sAML überwogen mit 60% v.a. die
monozytären Leukämien. Keiner der Patienten in dieser Gruppe war an der prognostisch günstigen
Promyelozytenleukämie erkrankt. 23% der pAML-Patienten, aber nur 6% der sAML-Patienten wiesen einen
prognostisch günstigen Karyotyp auf. Der Anteil der prognostisch schlechten Karyotypen war in beiden Gruppen
vergleichbar. Entsprechend dem höheren Lebensalter und dem geringeren Anteil zytogenetisch günstiger
Karyotypen zeigte sich in der sAML-Gruppe eine deutlich verminderte Remissionsrate und eine deutlich erhöhte
Todesrate. Nach dem Erreichen einer Remission war dagegen sowohl die Rezidivhäufigkeit, als auch die
progressfreie Überlebenszeit bis zum Rezidiv in beiden Gruppen vergleichbar. Eine Übersicht über die
untersuchten Patientenkollektive gibt Tab. 4.2.1.1
Tab. 4.2.1.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs von primärer und sekundärer AML
pAML
(n=74)7
sAML
(n=15)7
Alter (Median/Schwankungsbereich) [y] 57 (18-84) 70 (53-80)
morph-Blasten (m±s) [%] 71±20 61±19
iz-Blasten (m±s) [%] 83±14 74±19
FAB-Typen
M0  [n] 2
M1  [n] 15 2
M2  [n] 18 3
M3  [n] 10
M4  [n] 19 6
M5  [n] 7 3
M6  [n] 1
M7  [n] 1
Zytogenetische Risikogruppen1
Günstig       [n] 17 1
Intermediär  [n] 41 10
Schlecht      [n] 16 4
Remissionrate3 (Ansprecher/alle) [n/n]2 45/68 (68%) 5/15 (33%)
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 176 ± 129 177 ± 154
Rezidivrate (Rezidive/ Ansprecher) [n/n]2 17/45 (38%) 2/5 (40%)
Progressfreie Überlebenszeit5 (m±s)[d] 182 ± 80 170 ± 12
Todesrate (Verstorbene/alle) [n/n]2 29/68 (43%) 9/15 (60%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d] 78 ± 85 85 ± 117
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML
1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf
erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die
eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind; 7ein Patient war nicht FAB-klassifiziert;
Tabelle 4.2.1.2. zeigt die Zytokinrezeptorexpression innerhalb der pAML- und sAML-Gruppe. Zwischen den
beiden Gruppen zeigten sich keine signifikante Unterschiede. Es konnten daher lediglich Tendenzen angeben
werden: Bei der pAML zeigte sich ein höherer Anteil positiver Blasten für die unreifen Marker SCF-R und IL-3–R,
sowie für den G-CSF-R. Ein geringerer Anteil positiver Blasten zeigte sich dagegen für den GM-CSF-R und –nur
sehr gering – für den FL-R.
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Tab.3.2.1.2. Zytokinrezeptorexpression bei sekundärer und primärer AML
Primäre AML Sekundäre AML Gesunde Probanden
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n]2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n]2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n]2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
FL-R 44/74
(60%)
34±32 48±34 10/15
(67%)
36±27 47±43 0/7
(0%)
3±3 42±8
SCF-R 32/42
(76%)
47±30 97±69 4/6
(67%)
38±27 125±54 0/8
(0%)
11±4 120±36
IL-3-R 29/32
(91%)
68±22 124±98 3/4
(75%)
49±30 96±17 0/4
(0%)
9±5 118±94
GM-CSF-R 44/74
(60%)
36±30 88±76 11/15
(73%)
45±30 124±89 2/7
(29%)
16±7 192±60
G-CSF-R 14/33
(42%)
23±24 44±72 1/4
(25%)
18±21 54±37 0/4
(0%)
10±5 59±4
gp130-
Subunit
0/32
(0%)
4±4 27±30 0/4
(0%)
4±4 34/20 1/4
(25%)
23±23 78±70
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
4.2.2. Adhäsionsmoleküle
Die Expression von Adhäsionsmolekülen wurden bei 86 Patienten mit einer primären und 17 Patienten mit einer
sekundären AML untersucht. Der Altersmedian in der sAML-Gruppe lag mit 62 Jahren etwas höher als in der
pAML-Gruppe (Altersmedian: 56 Jahre). Auch in diesem Patientenkollektiv waren in der sAML-Gruppe mehr
monozytäre Leukämien vertreten als in der pAML-Gruppe (47% vs 37% positive Zellen). Kein Patient mit einer
sAML präsentierte den FAB-Typ M3. Bei den pAML-Patienten wurde ebenso häufig ein prognostisch günstiger
wie ein prognostisch ungünstiger Karyotyp diagnostiziert, während in der sAML-Gruppe nur ein Patient (5%)
einen günstigen Karyotyp und 37% der Patienten einen prognostisch schlechten Karyotyp aufwiesen.
Durchschnittlich wurden 80 pAML und 17 sAML-Patienten ca. sechs Monate lang beobachtet. Entsprechend dem
geringeren Anteil zytogenetisch günstiger Karyotypen zeigte sich in der sAML-Gruppe eine deutlich verminderte
Remissionsrate. Dagegen rezidivierten 43% der Patienten in der pAML Gruppe, aber nur 25% in der sAML
Gruppe nach durchschnittlich 6,4 bzw. 5,6 Monaten. Die Sterberate innerhalb des Beobachtungszeitraumes war
in beiden Gruppen weitgehend vergleichbar (siehe Tabelle 4.2.2.1)
Tab. 4.2.2.1.  Zusammensetzung des Patientenkollektivs von primärer und sekundärer AML
pAML
(n=86)7
sAML
(n=17)8
Alter (Median/Schwankungsbereich) [y] 56 (18-84) 62 (47-80)
morph-Blasten (m±s) [%] 73±19 71±18
iz-Blasten (m±s) [%] 84±12 83±12
FAB-Typen
M0  [n] 2 0
M1  [n] 19 3
M2  [n] 20 4
M3  [n] 10 0
M4  [n] 23 6
M5  [n] 9 3
Zytogenetische Risikogruppen1
Günstig       [n] 19 1
Intermediär  [n] 48 10
Schlecht      [n] 19 6
Remissionrate3 (Ansprecher/alle) [n/n]2 53/80 (66%) 8/18 (44%)
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 187±147 169±150
Rezidivrate (Rezidive/ Ansprecher) [n/n]2 23/53 (43%) 2/8 (25%)
Progressfreie Überlebenszeit5 (m±s)[d] 193±87 170±12
Todesrate (Verstorbene/alle) [n/n]2 38/80 (48%) 9/18 (50%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d] 101±103 85±117
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML 1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die
therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem
Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind; 7drei
Patienten  waren nicht FAB-klassifiziert; 8ein Patient war nicht FAB-klassifziert
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Tabelle 4.2.2.2. zeigt die Expression von Adhäsionsmolekülen im KM von Patienten, die an einer pAML oder
sAML erkrankt waren. Es zeigte sich eine signifikant höhere Anzahl Mac-1- positiver Fälle in der sAML-Gruppe
als in der pAML-Gruppe (p=0.034, Qui2-Test). Auch die relative Rezeptordichte für Mac-1 war in der sAML-
Gruppe mit einem mFI-Wert von 427 vs. 188 in der pAML-Gruppe höher, allerdings nicht signifikant (p=0.37, T-
Test). Deutlich, aber gerade nicht signifikant (p=0.074, Qui2-Test), war der Unterschied in der Anzahl positiver
Fälle für PRR-2 zwischen den beiden Gruppen. Ansonsten war die Expression von Adhäsionsmoleküle in beiden
Gruppen vergleichbar (siehe Abb. 4.2.2.1.)
Tab. 4.2.2.2. Expression von Adhäsionsmolekülen bei primärer und sekundärer AML
Adhäsionsmoleküle Primäre AML Sekundäre  AML Gesunde Probanden
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.* Fälle/
alle Fälle
Anteil pos.
Zellen
[%]**
m±s
Expressions
dichte***
m±s
Stroma-Kontakt fördernd
VLA-2 19/32
(59%)
45±39 78±59 2/4
(50%)
45±50 85±32 4/4
(100%)
38±9 214±
128
VLA-3 0/28
(0%)
2±4 22±17 0/4
(0%)
7±8 50±29 0/4
(0%)
3±1 53±10
PRR-1 23/47
(49%)
36±35 69±69 5/8
(63%)
28±22 63±27 7/8
(88%)
49±19 233±
61
PRR-2 33/47
(70%)
44±31 51±34 8/8
(100%)
52±23 57±54 3/8
(38%)
15±8 50±12
Endothel-Kontakt fördernd
L-Selektin 11/32
(34%)
25±32 70±69 1/4
(25%)
18±23 85±18 4/4
(100%)
43±15 241±
88
LFA-1 23/25
(92%)
70±29 271±254 4/4
(100%)
77±31 257±324 4/4
(100%)
53±8 291±
68
Mac-1 23/42
(55%)
34±27 188±181 6/6
(100%)
40±21 427±603 3/8
(38%)
18±6 350±
84
UPA-R 25/77
(32%)
19±22 77±77 8/16
(50%)
27±25 76±58 0/8
(0%)
8±5 69±16
T-Zell/ Nk-Zell –Kontakt fördernd
ICAM-1 19/29
(66%)
35±28 69±50 3/4
(75%)
52±31 129±58 3/ 4
(75%)
31±15 201±
106
LFA-3 25/25
(100%)
95±14 237±173 4/4
(100%)
99±2 372±112 4/4
(100%)
81±10 297± 135
B7-1 11/24
(46%)
28±28 93±117 2/4
(50%)
44±44 116±84 0/4
(0%)
8±2 128±
26
B7-2 16/25
(64%)
38±31 80±72 3/4
(75%)
45±37 88±32 0/4
(0%)
19±7 115±9
NCAM 19/29
(66%)
35±28 69±50 3/4
(75%)
52±31 129±58 0/7
(0%)
6±2 360±
144
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
Abb. 4.2.2.1. Expression von Adhäsionsmolekülen bei primärer und sekundärer AML
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4.3. Antigenexpression innerhalb verschiedener FAB-Typen
4.3.1. Zytokinrezeptoren
Die Zytokinrezeptor-Expression wurde bei zwei Patienten mit dem FAB-Typ M0, 17 Patienten mit M1, 21
Patienten mit M2, zehn Patienten mit M3, 25 Patienten mit M4 und zehn Patienten mit M5 und jeweils bei einem
Patienten mit M6 und M7 untersucht. Der Altersmedian innerhalb der meisten FAB-Typen lag bei ca. 59 Jahren,
lediglich bei den unreifen FAB-Typen M0 und M1 war er mit 70 bzw. 66 Jahren nach oben und bei der M3 mit 35
Jahren deutlich nach unten hin verschoben. Prognostisch günstige Karyotyp-Anomalien wurden bei 23% der M2-
Fälle, bei 16% der M4-Fälle und bei 90% der M3-Fälle diagnostiziert. Prognostisch ungünstige
Karyotypanomalien wurden in 50% der M5-Fälle, in 28% der M2-Fälle und in 21% der M4-Fälle festgestellt. Die
unreifen Leukämien (M0 und M1) setzten sich überwiegend aus prognostisch intermediären Karyotypen
zusammen.
Tab. 4.3.1.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs innerhalb verschiedener FAB-Typen
Zytokinrezeptoren M0
(n=2)
M1
(n=17)
M2
(n=21)
M3
(n=10)
M4
(n=25)
M5
(n=10)
M6
(n=1)
M7
(n=1)
Alter[y]
(Median/Schwankungsbereich)
70
(64 – 76)
66
(25 – 77)
58
(19 – 73)
35
(19 – 65)
59
(18 – 84)
58
(54 – 79)
34 62
morph-Blasten (m±s) [%] 91±9 80±16 54±20 76±21 67±16 79±12 48 nd
iz-Blasten (m±s) [%] 86±12 88±11 74±16 90±5 84±8 80±19 20 53
pAML [n] 2 15 18 10 19 7 1 1
sAML [n] 2 3 6 3 0 0
zytogenet. Risikogruppen1
Günstig       [n] 0 0 5 9 4 0 0 0
Intermediär  [n] 2 16 10 0 15 5 1 0
Schlecht      [n] 0 1 6 1 6 5 0 1
Remissionrate3 (Ansprecher/alle)
[n/n] 2
2/0
(100%)
10/17
(59%)
14/20
(70%)
7/10
(70%)
16/25
(64%)
2/8
(25%)
nd 0/1
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 328± 11 168±140 170±90 238±166 208±136 71±98 nd 56
Rezidivrate
(Rezidive/ Ansprecher) [n/n] 2
0/0
(0%)
6/10
(60%)
7/14
(50%)
0/7
(0%)
4/16
(25%)
2/2
(100%)
nd 0/1
(0%)
Progressfreie Überlebenszeit5
(m±s)[d]
186±92 155±61 242±61 132±42 nd
Todesrate
(Verstorbene/alle) [n/n] 2
0/2 (0%) 10/17
(59%)
4/20
(20%)
3/10
(30%)
9/25
(36%)
8/8
(100%)
nd 1/1
(100%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d] 122±127 89±43 15±7 76±72 71±98 nd 56
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML
1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf
erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die
eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind;
Den günstigsten klinischen Verlauf mit einer Remissionrate von 70% auf TAD/ATRA-Therapie und keinem
Rückfall innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von durchschnittlich fast acht Monaten zeigten Patienten, die
an einer Promyelozytenleukämie (FAB-Typ M3) erkrankt waren. Die drei M3-Patienten, die nicht auf die Therapie
ansprachen, verstarben bereits nach durchschnittlich 27 Tagen an den für die Promyelozytenleukämie tpyischen
Blutungskomplikationen. Ebenso günstig, aber wegen der kleinen Fallzahl (n=2) nicht verallgemeinbar, war der
Verlauf innerhalb der M0-Gruppe: Beide Patienten erreichten eine Vollremission, die seit über einem Jahr anhält.
Entsprechend dem hohen Anteil prognostisch ungünstiger Karyotyp-Anomalien wiesen Patienten mit dem FAB-
Typ M5 den unerfreulichsten klinischen Verlauf auf: Die Remissionsrate lag nur bei 25%, die Todesrate war mit
90% nach durchschnittlich 2,3 Monaten sehr hoch. Innerhalb der M1-, M2- und M4-Patienten waren die
Remissionsraten mit 58-64% vergleichbar. Die M1 und M2 zeigten jedoch eine deutlich höhere Rezidivrate (60%,
50%) als die M4 (25%). 58% der Patienten mit M1 verstarben nach durchschnittlich vier Monaten, während nur
19% der Patienten in der M2- und 25% der Patienten in der M4-Gruppe nach durchschnittlich 2,5 bzw. drei
Monaten verstarben (siehe Tab. 4.3.1.1.)
Tabelle 4.3.1.2. zeigt die Zytokinrezeptorexpression innerhalb der einzelnen FAB-Typen:
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Tab. 4.3.1.2. Zytokinrezeptorexpression innerhalb der verschiedenen FAB-Typen
FAB-M0 FAB-M1 FAB-M2 FAB-M3
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
FL-R 1/2
(50%)
27±38 16±6 10/17
(59%)
38±33 36±22 7/21
(33%)
24±30 39±33 5/10
(50%)
21±21 64±38
SCF-R 0/2
(0%)
6±8 19±18 7/7
(100%)
72±17 80±56 13/14
(93%)
50±23 115±44 4/6
(67%)
47±29 125±59
IL-3-R 0/1
(0%)
13 66 7/7
(100%)
88±15 159±122 7/8
(88%)
44±21 119±149 4/4
(100%)
75±22 169±56
GM-CSF-R 0/2
(0%)
12±2 68±19 8/17
(47%)
27±28 59±60 9/21
(43%)
25±22 60±46 5/10
(50%)
20±19 83±36
G-CSF-R 0/1
(0%)
0 6 3/7
(43%)
21±27 22±19 7/8
(88%)
25±21 33±17 2/5
(40%)
33±35 148±150
gp130-
Subunit
0/1
(0%)
0 5 0/7
(0%)
3±3 29±32 0/8
(0%)
6±4 21±15 0/4
(0%)
1±1 73±45
FAB-M4 FAB-M5 FAB-M6 FAB-M7
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
FL-R 20/25
(80%)
41±24 50±38 8/10
(80%)
60±37 77±38 0/1
(0%)
12 10 0/1
(0%)
1 94
SCF-R 9/12
(75%)
49±32 63±22 1/5
(20%)
14±21 59±78 nd nd nd nd nd nd
IL-3-R 8/9
(89%)
55±29 101±40 6/6
(100%)
60±24 84±20 nd nd nd nd nd nd
GM-CSF-R 22/25
(88%)
58±27 148±103 10/10
(100%)
77±38 77±38 0/1
(0%)
1 6 1/1
(100%)
34 50
G-CSF-R 3/9
(33%)
17±18 23±16 1/6
(16%)
12±18 23±16 nd nd nd nd nd nd
gp130-
Subunit
0/9
(0%)
5±5 14,3 0/9
(0%)
5±5 14±14 nd nd nd nd nd nd
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
Insgesamt war die Expression von Zytokinrezeptoren innerhalb aller FAB-Gruppen heterogen. Es konnten
allerdings Parallelen zu Reifegrad und Linienzugehörigkeit entsprechend der Expression bei der normalen
Hämopoese herausgearbeitet werden. Abbildung 4.3.1.1. zeigt zunächst die Expression von Zytokinrezeptoren
(FL-R, SCF-R und IL-3), die schon auf frühen Vorstufen der Hämopoese wirksam sind.
Abb. 4.3.1.1.  Expression von FL-R, SCF-R und IL-3 innerhalb der FAB-Typen M0-M5
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Bei der sehr unreifen M0 konnte lediglich der FL-R in einem von zwei untersuchten KM-Proben als positiv
gewertet werden. Nur wenige Blasten innerhalb des Auswertefensters exprimierten den SCF-R (6%) und den IL-
3-R (13%). Mit zunehmendem Reifegrad der Leukämieform (M1<M2<M3) konnte eine Abnahme der Expression
von FL-R und SCF-R beobachtet werden. Der deutlichste Unterschied zeigt sich dabei zwischen den M1- und
M2-Leukämien. Auch innerhalb der monozytären Zellinie exprimierten deutlich mehr Zellen den SCF-R innerhalb
der unreiferen M4-Gruppe als innerhalb der reiferen M5-Gruppe. Dagegen wurde der FL-R in der M5-Gruppe am
höchsten exprimiert. Der IL-3-Rezeptor zeigt bei - bis auf FAB-Typ M0 - generell hoher Expression keine
Korrelationen zu Reifegrad und Linienzugehörigkeit. Der höchste durchschnittliche Anteil IL-3-R positiver Zellen
wurde in der M1- und M3-Gruppe beobachtet.
Abbildung 4.3.1.2. zeigt die Expression der Zytokinrezeptoren (GM-CSF-R und G-CSF-R), die bei der normalen
Hämopoese vor allem auf höheren Differenzierungsstufen (CFUs) vorkommen.
Abb. 4.3.1.2. Expression von G- und GM-CSF-R innerhalb der FAB-Typen M0-M5
Diese „reiferen“ Zytokinrezeptoren zeigten ein linienspezifisches Expressionsmuster: Der G-CSF-R wurde v.a. bei
Leukämieformen exprimiert, die der granulozytären Zellreihe zugeordnet werden (M2 und M3). Die unreifere M1-
FAB-Typen zeigten eine etwas geringere G-CSF-R-Expression. Innerhalb der monozytären Leukämie-Subtypen
(M4/ M5) wurde der G-CSF-R nur sehr wenig exprimiert.
Der GM-CSF-R wurde dagegen v.a. innerhalb der monozytären Leukämien exprimiert. So wurde GM-CSF-R bei
der M4 auf durchschnittlich 58% der Blasten im Auswertefenster und bei der M5 auf durchschnittlich 77% der
Blasten exprimiert. Bei den FAB-Typen M1 bis M3 war die mittlere GM-CSF-R-Expression dagegen geringer (20-
27% positive Blasten).
Bei den beiden KM-Proben von Patienten mit der undifferenzierten M0-Leukämie wurde der G-CSF-R überhaupt
nicht und der GM-CSF-R nur auf 12% der Blasten exprimiert.
Auch die relative Rezeptordichte (mFI) war innerhalb der FAB-Klassen sehr heterogen. Signifikante Unterschiede
konnten nur bei der Expressensdichte des SCF-R und G-CSF-R festgestellt werden. Abbildung 4.3.1.3. zeigt,
dass innerhalb des FAB-Typs AML-M3 die mit Abstand höchste G-CSF-Rezeptordichte beobachtet werden
konnte, während innerhalb der anderen FAB-Typen die Rezeptordichte eher im unteren Messbereich lag. Nicht
so gravierend war der Unterschied bei der Expressionsdichte des SCF-R. Die Expressionsdichte nahm innerhalb
der M1-, M2- und M3-Leukämieformen stetig zu. Die höchste Expressionsdichte wurde wiederum bei der M3
beobachtet, eine nur niedrige Rezeptordichte konnte bei der M4 und M5 beobachtet werden. Verglich man die
Expressionsdichte mit dem Anteil SCF-R-positiver Zellen, so fiel auf, dass der Anteil positiver Zellen mit
zunehmender Reifung der granulozytären Leukämieformen abnahm, die Expressionsdichte dagegen zunahm.
Bei der G-CSF-R-Expression verlief der Anteil positiver Zellen im Vergleich zur relativen Rezeptordichte parallel,
wenn auch der Unterschied in der Rezeptordichte zwischen M3 und den übrigen FAB-Typen am ausgeprägtesten
war.
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Abb. 4.3.1.3. Relative Rezeptordichte von  SCF-R und G-CSF-R innerhalb der FAB-Typen M0-M5
Deutlich zeigten sich Parallelen zum klinischen Verlauf der Patienten: Den günstigsten Verlauf zeigte die AML-
M3. Hier wurde die höchste G-CSF-R–, eine niedrige GM-CSF-R- und die niedrigste FL-R-Expression
beobachtet.
Den ungünstigsten klinischen Verlauf wies die AML-M5 auf. Hier zeigte sich die höchste GM-CSF-R- und FL-R –
Expression und die niedrigste G-CSF-R- und SCF-R-Expression. Alle M5-Patienten, die G-CSF-R negativ waren,
sind verstorben.
4.3.2. Adhäsionsmoleküle
Die Expression von Adhäsionsmolekülen wurde bei 2 Patienten mit dem FAB-Typ M0, 22 Patienten mit M1, 24
Patienten mit M2, 10 Patienten mit M3, 29 Patienten mit M4, 13 Patienten mit M5 untersucht. Der Altersmedian
lag innerhalb der meisten FAB-Typen zwischen 56 und 62 Jahren. Lediglich die beiden Patienten mit dem FAB-
Typ M0 waren mit einem Altersmedian von 70 Jahren deutlich älter, während die Patienten, die an einer
Promyelozytenleukämie erkrankt waren, mit einem Altersmedian von 35 Jahren deutlich jünger waren.
Prognostisch günstige Karyotypanomalien wurden in 20% der M2, in 90% der M3 und in 20% der M4-Fälle
diagnostiziert. Prognostisch ungünstige Karyotypanomalien wurden in 54% der M5-, 29% der M2- und in 21% der
M4-Fälle festgestellt. Die unreifen Leukämien M1 und M2 setzten sich überwiegend aus Fällen mit prognostisch
intermediären Karyotypen zusammen.
Tab. 4.3.2.1.  Zusammensetzung des Patientenkollektivs innerhalb der FAB-Typen M0-M5
M0
(n = 2)
M1
(n = 22)
M2
(n = 24)
M3
(n = 10)
M4
(n = 29)
M5
(n = 13)
Alter [y]
(Median/Schwankungsbereich)
70
(64-76)
62,5
(25-77)
54
(19-73)
35
(19-65)
59
(18-84)
56
(19-79)
morph-Blasten (m±s) [%] 93±4 82±13 51±19 73±23 70±13 86±6
iz-Blasten (m±s) [%] 80±5 88±12 76±16 89±5 84±7 92±5
pAML [n] 2 19 20 10 23 9
sAML [n] 0 3 4 0 6 4
zytogenet. Risikogruppen1
Günstig       [n] 0 0 5 9 6 0
Intermediär  [n] 2 19 12 0 17 6
Schlecht      [n] 0 3 7 1 6 7
Remissionrate3 (Ansprecher/alle)
[n/n] 2
2/0
(100%)
13/21
(61%)
16/22
(72%)
7/10
(70%)
19/28
(68%)
4/12
(33%)
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 328± 11 150±127 201±148 238±166 228±144 76 ±104
Rezidivrate
(Rezidive/ Ansprecher) [n/n] 2
0/2
(0%)
8/13
(62%)
7/16
(44%)
0/7
(0%)
6/19
(32%)
4/4
(100%)
Progressfreie Überlebenszeit5
(m±s)[d]
175±87 155±61 258±56 188±114
Todesrate
(Verstorbene/alle) [n/n] 2
0/2
(0%)
14/21
(67%)
5/22
(23%)
3/10
(30%)
11/28
(39%)
11/12
(92%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d] 122±113 121±81 15±7 99±97 99±144
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML 1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die
therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem
Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind;
0
20
40
60
80
100
120
140
160
M0 M1 M2 M3 M4 M5
m
FI
SCF-R G-CSF-R
51
Die Patienten mit einer Promyelozytenleukämie zeigten den erfreulichsten klinischen Verlauf, während Patienten,
die an einer AML-M5 erkrankt waren, mit einer Ansprechrate von nur 33% auf Therapie den unerfreulichsten
Verlauf zeigten: All diese Patienten rezidivierten nach durchschnittlich sechs Monaten und alle bis auf einen der
zwölf Patienten verstarben schon nach kurzer Zeit nach Diagnosestellung (siehe Tab. 4.3.2.1). Ansonsten war
der klinische Verlauf der verschiedenen Untergruppen im Wesentlichen dem des Patientenkollektivs der
Zytokinrezeptoren ähnlich, so dass auf eine weitere detailierte Beschreibung verzichtet wird.
Eine Übersicht über die Expression von Adhäsionsmolekülen innerhalb der verschiedenen FAB-Typen gibt
Tabelle 4.3.2.2.
VLA-2 war durchschnittlich bei 39% bis 54% der untersuchten FAB-Subtypen positiv. Patienten mit FAB-Typ M3
zeigten die höchste PRR-1-Expression, innerhalb der FAB-Typen M1, M2 und M4 schwankte der Anteil PRR-1
positiver Zellen zwischen 27% und 60%, während die wenigsten Zellen innerhalb der unreifen M0 (5%) und der
monozytären M5 (13%) für PRR-1 positiv waren. Alle bis auf eine KM-Probe der M3-Patienten waren für PRR-2
positiv. Ebenso hoch war der Anteil der PRR-2 positiven Fälle innerhalb der M4-Gruppe. Aber auch in den
übrigen FAB-Gruppen waren meist mehr als 60% der untersuchten KM-Proben positiv für PRR-2. Innerhalb der
M1-, M4- und M5-Gruppe war der Anteil PRR-2 positiver Zellen mit durchschnittlich 60% positiver Blasten am
höchsten. In den anderen FAB-Gruppen schwankte der Anteil PRR-2 positiver Zellen zwischen 25% (M0) und
40% (M3). Abb. 4.3.2.1. zeigt den Anteil PRR-1 und PRR-2 positiver Fälle innerhalb der FAB-Typen M0 bis M5.
Tab. 4.3.2.2.  Expression von Adhäsionsmolekülen innerhalb der verschiedenen FAB-Typen
M0 M1 M2 M3
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Stroma-Kontakt fördernd
VLA-2 0/1
(0%)
0 19 5/7
(71%)
46±36 46±23 5/8
(63%)
47±42 87±61 2/4
(50%)
39±42 91±21
VLA-3 0/1
(0%)
0 10 0/6
(0%)
1±0,4 25±19 0/7
(0%)
1±0,8 20±18 0/3
(0%)
2±2 40±26
PRR-1 0/2
(0%)
5±7 18±15 4/8
(50%)
27±21 43±33 5/14
(36%)
29±34 60±65 7/7
(100%)
81±18 178±
51
PRR-2 1/2
(50%)
25±28 35±13 5/8
(63%)
60±38 41±23 9/14
(64%)
33±27 34±23 6/7
(86%)
40±18 87±45
Endothel-Kontakt fördernd
L-Selektin 0/1
(0%)
0 10 2/7
(29%)
19±31 56±46 3/8
(38%)
33±32 87±67 1/4
(25%)
18±19 73±39
LFA-1 nd nd 7/7
(100%)
75±21 155±
129
6/6
(100%)
75±25 347±
255
2/3
(66%)
44±47 180±
104
Mac-1 0/2
(0%)
26±6 121± 21 5/7
(71%)
29±20 84±
74
6/14
(43%)
23±21 158±
170
0/6
(0%)
8±6 90±57
UPA-R 0/2
(0%)
4±0 48±35 4/20
(20%)
16±31 124±
336
4/21
(19%)
11±9 43±31 3/10
(30%)
15±15 73±47
T-Zell/ NK-Zell-Kontakt fördernd
ICAM-1 1/1
(100%)
24 93 4/6
(67%)
26±10 41±28 4/8
(50%)
38±40 70±58 2/3
(67%)
25±17 90±19
LFA-3 nd 7/7
(100%)
98±2 129±
88
6/6
(100%)
98±2 327±
140
3/3
(100%)
94±7 261±
256
B7-1 nd 3/6
(50%)
27±23 60±51 3/6
(50%)
29±40 82±78 3/3
(100%)
53±27 231±
170
B7-2 nd 5/7
(71%)
34±35 48±42 6/6
(100%)
54±28 109±
50
1/3
(33%)
20±27 71±
41
NCAM 0/2
(0%)
4±3 108±137 4/20
(20%)
14±27 401±
408
7/21
(33%)
18±27 269±
392
0/10
(0%)
2±2 311±
334
52
M4 M5 M6 M7
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1
Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil
pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Stroma-Kontakt fördernd
VLA-2 5/9
(56%)
48±44 85±77 4/6
(66%)
54±43 110±49 nd nd
VLA-3 0/9
(0%)
7±7 22±19 0/5
(0%)
2±0,9 34±30 nd nd
PRR-1 9/15
(60%)
40±34 57±44 2/7
(29%)
13±10 50±43 nd nd
PRR-2 13/15
(87%)
59±21 51±34 5/7
(71%)
58±37 81±45 nd nd
Endothel-Kontakt fördernd
L-Selektin 4/9
(44%)
37±40 92±94 1/6
(17%)
10±14 57±39 nd nd
LFA-1 10/10
(100%)
75±26 391±
345
1/1
(100%)
97 364 nd nd
Mac-1 9/12
(75%)
41±26 395±
449
5/5
(100%)
73±26 336±
180
nd nd
UPA-R 16/26
(62%)
27±18 78±73 8/10
(80%)
40±30 77±50 0/1 1 6 0/1 12 37
T-Zell/ NK-Zell-Kontakt fördernd
ICAM-1 6/9
(67%)
57±28 114±
63
3/5
(60%)
26±13 58±46 nd nd
LFA-3 10/10
(100%)
91±22 282±
184
1/1
(100%)
100 524 nd nd
B7-1 3/10
(30%)
26±32 75± 126 0/1
(0%)
3 79 nd nd
B7-2 7/10
(70%)
39±31 70±74 1/1
(100%)
79 256 nd nd
NCAM 5/26
(19%)
15±25 262±
250
10/11
(91%)
70±31 640±
400
nd nd
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
Abb. 4.3.2.1. Expression von  PRR-1 und PRR-2 innerhalb der FAB-Typen M0- M5
Fast alle untersuchten KM-Proben waren für das ß2-Integrin LFA-1 positiv. Durchschnittlich lag der Anteil LFA-1
exprimierender Blasten bei den FAB-Typen M1, M2, M4 bei 75%. Am höchsten war er mit 97% innerhalb der M5,
am niedrigsten mit 44% in der M3-Gruppe. Deutlich heterogener war die Expression von Mac-1. Entsprechend
seinem Namen zeigte die Monozyten-Leukämie M5 die höchste mittlere Mac-1-Expression. Dagegen war keiner
der sechs untersuchten M3- und keiner der zwei untersuchten M0-Fälle Mac-1-positiv. Innerhalb der Leukämien,
die verschiedenen Reifungsstufen der Granulopoese (M2, M3) zugeordnet werden, nahm die Mac-1-Expression
mit zunehmendem Reifegrad der Leukämieform ab. Eine Übersicht über den Anteil positiver Fälle für LFA-1 und
Mac-1 innerhalb der FAB-Typen M0 bis M5 gibt Abbildung 4.3.2.2.
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Abb. 4.3.2.2.  LFA-1 und Mac-1 positive Fälle innerhalb der FAB-Typen M0 bis M5.
Die Expression von L-Selektin innerhalb der verschiedenen FAB-Typen war heterogen und insgesamt niedrig,
die höchste Expression wurde beim FAB-Typ M4 beobachtet, wobei 4 von 9 untersuchten Fällen eine Inv(16)-
Karyotypanomalie aufwiesen. Die niedrigste Expression wurde beim FAB-Typ M0 und M5 beobachtet. Der UPA-
R wurde dagegen - bei ebenfalls generell eher niedriger Expression - v.a. in der Gruppe der monozytären
Leukämien exprimiert. Dort waren 60% (M4) bzw 80% (M5) der untersuchten Fälle positiv für den UPA-R,
während nur 20-30% der Fälle in den FAB-Gruppen M1- M3 UPA-R-positiv waren. Die relative Rezeptordichte
war dagegen am höchsten auf Blasten des FAB-Typs M2. Abbildung 4.3.2.3. zeigt den durchschnittlichen Anteil
L-Selektin und UPA-R- exprimierender Blasten innerhalb der FAB-Gruppen M0-M5. Insgesamt schien sich die L-
Selektin und UPA-R- Expression fast gegenläufig zu verhalten.
Abb. 4.3.2.3.  L-Selektin- und UPA-R- Expression innerhalb der FAB-Gruppen M0-M5
In der Gruppe der NK- bzw T-Zell-Kontakt fördernden Molekülen zeigte sich, dass alle KM-Proben innerhalb
der verschiedenen FAB-Typen LFA-3 in hoher Rezeptordichte exprimierten. Der Anteil ICAM-1 positiver Fälle war
mit 50-60% innerhalb der FAB-Typen M1 –M5 vergleichbar, am im Mittel meisten ICAM-1 exprimierende Blasten
wurden bei den monozytären Leukämien (M5>M4) gefunden, wobei die M5 zusätzlich auch die höchste relative
ICAM-1-Rezeptordichte aufwies. Die höchste NCAM-Expression  wurde bei Patienten des FAB-Typs M5
beobachtet. Fast gegensätzlich schien die Expression der kostimulatorischen Moleküle B7-1 und B7-2 zu sein.
Während B7-2 wiederum die höchste Expression in der Gruppe der M5 zeigte, konnte B7-1 dort überhaupt nicht
positiv gewertet werden und zeigte die höchste Expression in der M3- (positive Fälle, Rezeptordichte) und der
M2-Gruppe (positive Zellen). Es lässt sich zusammenfassen, dass die Expression von NCAM, ICAM und B7-2
v.a. in der Gruppe der M5 am höchsten war, während B7-1 v.a in M2/ M3 exprimiert wurde und LFA-3 bei einer
generell hohen Expression keinen Unterschied innerhalb der verschiedenen FAB-Typen zeigte.
Zusammenfassend zeigte sich innerhalb der monozytären Leukämien (M5>M4) insgesamt eine deutlich höhere
Expression kostimulatorischer Moleküle und Adhäsionsmoleküle als bei den übrigen Subtypen der AML (siehe
Abbildung 4.3.2.4.).
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
%
 p
os
iti
ve
 F
äl
le
M0 M1 M2 M3 M4 M5
LFA-1 Mac-1
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
M0 M1 M2 M3 M4 M5
%
 p
os
iti
ve
 Z
el
le
n
L-Selektin UPA-R
54
Abb. 4.3.2.4.  Expression von  Mac-1, UPA-R, NCAM und B7-2 innerhalb der FAB-Typen M1-M5.
4.4. Antigenexpression in zytogenetischen Risikogruppen
4.4.1. Zytokinrezeptoren
Die Expression von Zytokinrezeptoren wurde bei 18 Patienten mit prognostisch günstigem, 51 Patienten mit
prognostisch intermediärem und 20 Patienten mit prognostisch schlechtem Karyotyp untersucht. Der
Altersmedian lag mit 37 Jahren in der guten Prognosegruppe deutlich unterhalb dem der intermediären und
schlechten Prognosegruppe (Altersmedian: 62 bzw. 57 Jahre). Die prognostisch günstige Gruppe setzte sich zu
27% aus M2-, zu 50% aus M3- und zu 23% aus M4-Patienten zusammen. Der Anteil von monozytären
Leukämien lag in der schlechten Prognosegruppe bei über 50%. Die intermediäre Risikogruppen war heterogen
zusammengesetzt, am meisten waren Patienten mit dem FAB-Typ M2 und M4 vertreten.
Tab. 4.4.1.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs in den zytogenetischen Risikogruppen
Gute Prognose
(n=18)
Intermediäre Prognose
(n=51)
Schlechte Prognose
(n=20)
Alter [y] (Median/
Schwankungsbereich)
37
(20-73)
62
(19-84)
57
(18-70)
morph-Blasten (m±s) [%] 71±20 72±20 65±19
iz-Blasten (m±s) [%] 85±9 83±14 75±19
FAB-Typen
M0  [n] 0 2 0
M1  [n] 0 16 1
M2  [n] 5 10 6
M3  [n] 9 0 1
M4  [n] 4 15 6
M5  [n] 0 5 5
M6  [n] 0 1 0
M7  [n] 0 0 1
pAML  [n] 17 41 16
sAML  [n] 1 10 4
Remissionrate3 (Ansprecher/alle)
[n/n] 2
12/17
(70%)
29/45
(64%)
 8/19
(42%)
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 239 ± 136 162 ± 139 153 ± 107
Rezidivrate (Rezidive/ Ansprecher)
[n/n] 2
3/12
(25%)
11/29
(38%)
5/8
(63%)
Progressfreie Überlebenszeit5
(m±s)[d]
201 ± 53 177 ± 76 176 ± 96
Todesrate (Verstorbene/alle) [n/n]2 3/17
(18%)
25/45
(56%)
10/19
(53%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d] 15 ± 7 84 ± 98 87± 85
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML
1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf
erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die
eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind;
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In der guten Prognosegruppe erreichten 70% der Patienten nach Induktionstherapie eine Remission. 18% der
Patienten verstarben nach durchschnittlich 15 Tagen v.a. an den für die Promyelozytenleukämie typischen
Blutungskomplikationen. Nur 25% der Patienten erlitten nach ca. 6,5 Monaten ein Rezidiv. In der schlechten
Prognosegruppe lag die Ansprechrate auf die Induktionstherapie nur bei 53%.  52% der Patienten verstarben
nach durchschnittlich drei Monaten. Fünf Patienten rezidivierten nach durchschnittlich 6 Monaten. In der
intermediären Risikogruppe lag die Ansprechrate auf die Therapie bei 59%, die Rezidivrate bei 38% und 51% der
Patienten sind nach durchschnittlich 3 Monaten verstorben (siehe Tab. 4.4.1.1)
Die Ergebnisse der untersuchten Zytokinrezeptorexpressionen innerhalb der verschiedenen zytogenetischen
Risikogruppen sind in Tabelle 3.2.3.1.2. dargestellt.
Tab 4.4.1.2. Zytokinrezeptorexpression in verschiedenen zytogenetischen Risikogruppen
Gute Prognose Intermediäre Prognose Schlechte Prognose
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
FL-R 10/18
(56%)
21±15 46±35 31/51
(61%)
41±33 50±38 10/20
(50%)
31±30 44±31
SCF-R 13/15
(87%)
48±24 144±69 18/25
(72%)
46±32 79±58 5/8
(63%)
42±37 86±61
IL-3-R 9/9
(100%)
61±22 125±59 18/22
(36%)
60±31 106±82 5/5
(100%)
65±21 178±167
GM-CSF-R 9/18
(50%)
23±18 83±59 34/51
(67%)
43±32 108±93 13/20
(65%)
39±31 69±47
G-CSF-R 6/10
(60%)
25±26 92±117 7/22
(32%)
19±23 28±24 2/5
(40%)
12±9 24±28
gp130-
Subunit
0/9
(0%)
5±4 41±43 0/22
(0%)
3±3 24±22 0/5
(0%)
4±7 18±28
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
Vergleicht man den Anteil positiver Zellen für die entsprechenden Zytokinrezeptoren, so erkennt man in der
günstigen Risikogruppe einen signifikant (p=0.027, T-Test) höheren Anteil G-CSF-R exprimierender Blasten als in
der schlechten Risikogruppe. Umgekehrt waren in der günstigen Risikogruppe weniger Zellen für den GM-CSF-R
positiv als in der schlechten Risikogruppe. Der Unterschied war mit einem p= 0.06 (T-Test) gerade nicht mehr
signifikant. Bei den anderen Zytokinrezeptoren liesen sich - wie in Abb. 4.4.1.1. dargestellt - keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der verschiedenen zytogenetischen Risikogruppen feststellen.
Abb 4.4.1.1. Zytokinrezeptorexpression in zytogenetischen Risikogruppen
Vergleicht man die relative Rezeptordichte innerhalb der zytogenetischen Risikogruppen, so fällt auf, dass in der
prognostisch günstigen Risikogruppe die relative Rezeptordichte des SCF-R deutlich höher war als in der
schlechten Risikogruppe. Der Unterschied war mit einem p-Wert von 0.056 (T-Test) fast signifikant. Der
Unterschied in der G-CSF-R –Rezeptordichte zeigte eine deutlich höhere Dichte der Rezeptoren in der günstigen
Risikogruppe als in der schlechten Risikogruppe. Der Unterschied war jedoch mit p=0.11 (T-Test) nicht
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signifikant. (siehe Abb. 4.4.1.2) Bei den übrigen Zytokinrezeptoren konnten ebenfalls keine signifkanten
Unterschiede in der Rezeptorexpression gefunden werden.
Abb. 4.4.1.2. Relative Rezeptordichte von Zytokinrezeptoren in  zytogenetischen Risikogruppen
4.4.2. Adhäsionsmoleküle
Die Expression von Adhäsionsmolekülen wurden bei 20 Patienten mit prognostisch günstigen, 59 Patienten mit
prognostisch intermediärem und 26 Patienten mit prognostisch schlechtem Karyotyp untersucht. Tabelle 4.4.2.1.
zeigt die Zusammensetzung der untersuchten AML-Patienten. Trotz der etwas höheren Fallzahlen unterscheiden
sich die klinischen Daten nur unwesentlich von denen des Patientenkollektivs, das auf die Expression von
Zytokinrezeptoren hin untersucht wurde, so dass auf eine detaillierte Beschreibung verzichtet wurde.
Tab. 4.4.2.1. Patientencharakteristik innerhalb der verschiedenen zytogenetischen Risikogruppen
Gute Prognose
(n = 20)
Intermediäre Prognose
(n = 58)7
Schlechte Prognose
(n = 25)7
Alter [y] (Median/Schwankungsbereich) 36
(20-73)
61
(19-84)
56
(18-72)
morph-Blasten (m±s) [%] 68±22 73±18 68±19
iz-Blasten (m±s) [%] 86±8 86±10 78±18
FAB-Typen
M0  [n] 0 2 0
M1  [n] 0 19 3
M2  [n] 5 12 7
M3  [n] 9 0 1
M4  [n] 6 17 6
M5  [n] 0 6 6
pAML 19 48 19
sAML 1 10 6
Remissionrate3 (Ansprecher/alle) [n/n]2 15/18
(83%)
32/55
(58%)
13/25
(52%)
Beobachtungszeit4 (m±s) [d] 251±134 171±158  148±111
Rezidivrate
(Rezidive/ Ansprecher) [n/n] 2
4/15
(27%)
13/32
(41%)
8/13
(62%)
Progressfreie Überlebenszeit5 (m±s) [d] 230±72 186±74 180±107
Todesrate
(Verstorbene/alle) [n/n] 2
4/18
(22%)
31/55
(56%)
12/25
(48%)
Überlebenszeit6 (m±s) [d] 90±151 90±98 121±126
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML
1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf
erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die
eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind; 7zwei Patienten waren nicht FAB-klassifiziert;
Die durchschnittliche Expression der einzelnen Adhäsionsmoleküle innerhalb den verschiedenen
zytogenetischen Risikogruppen sind in Tabelle 4.4.2.2. dargestellt.
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In der guten Prognosegruppe fanden sich signifikant mehr PRR-1-(p=0.009, Qui2-Test) und L-Selektin-(p=0.037,
Qui2-Test) positive Fälle als in der schlechten Prognosegruppe. Umgekehrt fanden sich in der guten
Prognosegruppe signifikant weniger Mac-1-(p=0.005, Qui2-Test) positive Fälle als in der schlechten
Prognosegruppe (siehe Abbildung 4.4.2.1.) Ebenso verhielt es sich mit dem Anteil positiver Zellen innerhalb der
verschiedenen zytogenetischen Risikogruppen. Dabei exprimierten in der guten Prognosegruppe signikant mehr
Zellen PRR-1 (p=0.001, T-Test) und deutlich mehr L-Selektin (p=0.077, T-Test), ebenso exprimieren signifikant
weniger Zellen Mac-1 (p=0.015, T-Test) als in der schlechten Prognosegruppe. Ansonsten zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede aus dem Vergleich dieser beiden Gruppen.
Tab. 4.4.2.2.  Expression von Adhäsionsmolekülen in zytogenetischen Risikogruppen.
Gute Prognose Intermediäre Prognose Schlechte Prognose
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos.
Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Stroma-Kontakt fördernd
VLA-2 5/9
(55%)
43±44 81±49 13/22
(59%)
44±40 76±63 3/5
(60%)
45±42 88±49
VLA-3 0/7
(0%)
3±2 31±22 0/21
(0%)
2±4 27±21 0/4
(0%)
6±6 11±5
PRR-1 11/15
(73%)
57±37 115±77 14/28
(50%)
31±30 55±51 3/12
(25%)
18±21 42±39
PRR-2 12/16
(75%)
35±18 61±41 21/28
(75%)
32±34 51±36 9/11
(32%)
46±32 44±32
Endothel Kontakt fördernd
L-Selektin 5/9
(55%)
35±33 100±70 9/22
(41%)
23±32 68±65 0/5
(0%)
8±8 39±39
LFA-1 4/5
(80%)
68±37 211±143 14/15
(93%)
77±24 327±303 8/9
(89%)
63±33 248±240
Mac-1 4/15
(27%)
16±11 151±131 18/25
(72%)
37±26 256±338 7/8
(88%)
51±31 226±231
UPA-R 6/19
(32%)
15±13 56±45 21/53
(40%)
24±27 95±211 6/21
(29%)
15±15 49±38
T-Zell/ NK-Zell –Kontakt fördernd
ICAM-1 7/8
(88%)
61±35 79±36 13/21
(62%)
29±17 68±53 4/4
(100%)
55±24 116±81
LFA-3 5/5
(100%)
96±6 140±78 15/15
(100%)
93±18 272±193 9/9
(100%)
98±2 293±155
B7-1 3/5
(60%)
28±27 83±96 7/14
(50%)
34±34 91±110 3/9
(33%)
25±27 110±133
B7-2 3/5
(60%)
37±27 56±38 11/15
(73%)
42±32 85±69 5/9
(56%)
33±34 89±82
NCAM 7/8
(88%)
61±35 79±36 13/21
(62%)
24±18 68±53 4/4
(100%)
55±24 116±81
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität; 1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20%
der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im
Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
Abb. 4.4.2.1. Expression von PRR-1, L-Selektin- und Mac-1 in den zytogenetischen Risikogruppen
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4.5. Antigenexpression und Remissionswahrscheinlichkeit
In den folgenden Abschnitten wurde die Expression der Oberflächenmoleküle mit dem Ansprechen bzw Nicht-
Ansprechen auf Induktionstherapie verglichen. Mit dieser retrospektiven Auswertung sollten Zusammenhänge
zwischen der Expression von Oberflächenmarkern bei Diagnosestellung und einer Wahrscheinlichkeit für das
spätere Erreichen einer Remission herausgearbeitet werden. Um den Einfluss verschiedener Therapieformen
auszuschließen, gingen nur Patienten in die Auswertung ein, die eine Doppelinduktionstherapie nach dem AML-
CG-Protokoll erhalten hatten.
4.5.1. Zytokinrezeptoren
37 AML-Patienten erreichten nach Induktionstherapie eine Remission (=Therapieansprecher), während bei 16
Patienten die Leukämie trotz Induktionstherapie persistierte (=Therapieversager). Diese beiden Gruppen wurden
bezüglich ihrer Zytokinrezeptorexpression bei Diagnosestellung verglichen. Der Altersmedian lag bei den
Therapieansprechern mit 46 Jahren deutlich unterhalb dem der Therapieversager (Altersmedian: 57Jahre). Die
Patienten, bei denen die Therapie ansprach, wiesen überwiegend den FAB-Typ M4 (35%), M2 (21%) und M3
(16%) auf. Kein Patient in dieser Gruppe war dagegen an einer AML-M5 erkrankt und nur bei zwei Patienten
(5%) bestand eine sekundäre AML. Die Therapieversager-Gruppe setzte sich dagegen überwiegend aus dem
FAB-Typ M2 und M4 (jeweils 25%) zusammen. Nur ein Patient war an einer AML-M3 erkrankt und bei 31%
dieser Patienten bestand eine sekundäre AML. Entsprechend dem günstigeren Verlauf von Patienten, die eine
Remission erreichten, wiesen 27% der Patienten einen prognostisch günstigen Karyotyp und nur 27% einen
prognostisch schlechten Karyotyp auf. In der Gruppe der Therapieversager dagegen wiesen 43% einen
prognostisch schlechten und nur 6% der Patienten einen prognostisch günstigen Karyotyp auf. 81% der
Therapieversager verstarben nach durchschnittlich 1,5 Monaten, während 26% in der Therapieansprecher-
Gruppe nach durchschnittlich 8,5 Monaten verstarben (siehe Tabelle 4.5.1.1.)
Tab. 4.5.1.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs von Therapieanprechern und Therapieversagern
Therapieansprecher
(n=37)7
Therapieversager
(n=16)
Alter (Median/Schwankungsbereich) [y] 46 (19-77) 57 (18-80)
morph.-Blasten (m±s) [%] 70±23 67±21
iz-Blasten (m±s) [%] 82±15 84±13
FAB-Typen
M0  [n] 2
M1  [n] 5 2
M2  [n] 8 5
M3  [n] 6 1
M4  [n] 13 3
M5  [n] 0 4
M6  [n] 1 0
M7  [n] 0 1
pAML  [n] 35 11
sAML  [n] 2 5
Zytogenetische Risikogruppen1
Günstig       [n] 10 1
Intermediär  [n] 21 8
Schlecht      [n] 6 7
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 255 ±  103 64 ± 72
Rezidivrate (Rezidive/ Ansprecher) [n/n]2 9/37 (24%)
Progressfreie Überlebenszeit5 (m±s)[d] 204 ±  89
Todesrate (Verstorbene/alle)  [n/n] 2 9/37 (24%) 13/16 (81%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d]  255 ± 103 44 ± 51
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML
1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf
erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die
eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind; 7zwei Patienten waren nicht FAB-klassifiziert;
Die durchschnittliche Expression von Zytokinrezeptoren bei Therapieansprechern und Therapieversagern ist in
Tabelle 4.5.1.2. dagestellt. Da nicht bei allen Patienten alle Zytokinrezeptoren untersucht worden sind, ist die
Fallzahl zum Teil in der Gruppe der Non-Responder sehr klein (v.a. bei G-CSF-R und IL-3-R). Insgesamt konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen festgestellt werden. Daher können lediglich
Tendenzen angegeben werden: Die Expression von G-CSF-R war bei den Therapieansprechern höher und die
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von GM-CSF-R niedriger als bei den Therapieversagern. Unterschiede in der Rezeptordichte für den SCF-R
waren nur minimal. So entsprachen die Tendenzen zwar denjenigen Ergebnissen, die aus dem Vergleich der
zytogenetischen Risikogruppen hervorgegangen sind, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.
Tab.4.5.1.2. Zytokinrezeptorexpression bei Therapieansprechern und Therapieversagern
Therapieansprecher Therapieversager
Pos.1 Fälle/ alle
[n/n] 2
Anteil pos. Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1 Fälle/ alle
[n/n] 2
Anteil pos. Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
FL-R 25/37
(68%)
32±26 43±30 10/16
(36%)
44±33 45±21
SCF-R 18/22
(82%)
51±32 108±74 7/8
(88%)
49±22 106±69
IL-3-R 15/16
(94%)
59±22 123±106 5/5
(100%)
78±22 101±57
GM-CSF-R 22/37
(60%)
34±30 81±54 13/16
(81%)
49±31 98±82
G-CSF-R 9/17
(53%)
25±27 53±97 2/5
(40%)
21±23 34±29
gp130-Subunit 1/16
(0%)
5±5 20±21 0/5
(0%)
4±4 35±34
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
4.5.2. Adhäsionsmoleküle
Die Expression von Adhäsionsmolekülen bei Diagnosestellung wurden bei 43 Patienten untersucht, die nach
einer Induktionstherapie eine Remission erreichten, und 18 Patienten, bei denen die Leukämie trotz
Induktionstherapie persistierte.
Tab. 4.5.2.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs von Therapieansprechern und Therapieversagern
Therapieansprecher
(n=43)7
Therapieversager
(n=18)7
Alter (Median/Schwankungsbereich) [y] 54 (19-79) 56 (18-80)
morph-Blasten (m±s) [%] 68±12 72±14
iz-Blasten (m±s) [%] 84±16 81±13
FAB-Typen
M0  [n] 2 0
M1  [n] 9 4
M2  [n] 9 4
M3  [n] 6 1
M4  [n] 15 3
M5  [n] 1 5
pAML  [n] 40 14
sAML  [n] 3 4
Zytogenetische Risikogruppen1
Günstig       [n] 11 1
Intermediär [n] 24 11
Schlecht     [n] 8 6
Beobachtungszeit4 (m±s)[d] 263±108 56±69
Rezidivrate (Rezidive/ Ansprecher) [n/n]2 10/43 (23%)
Progressfreie Überlebenszeit5 (m±s)[d] 218±97
Todesrate (Verstorbene/alle)  [n/n] 2 15/43 (35%) 15/18 (83%)
Überlebenszeit6 (m±s)[d] 214±92 42±49
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, n Anzahl, y Jahr, d Tag, morph morphologisch bestimmt; iz immunzytologisch bestimmt; FAB French-American-
British, pAML primäre AML, sAML sekundäre AML
1Einteilung entsprechend Tabelle 3.5.1.; 2Prozentwerte in Klammern; 3nur Patienten analysiert, die therapiert wurden und von denen der klinische Verlauf
erfasst werden konnte; 4reichte von Diagnosestellung bis KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt, falls Patient in CR; 5nur Patienten analysiert, die
eine Remission erreichten und rezidiviert sind; 6nur Patienten analysiert, die verstorben sind; 7ein Patient war nicht FAB-klassifiziert;
Die Therapieansprecher setzten sich überwiegend aus Patienten des FAB-Typs M4 (35%), M1 (21%), M2 (21%)
und M3 (14%) zusammen. Nur ein Patient mit dem FAB-Typ M5 erreichte eine Remission. Umgekehrt setzten
sich die Therapieversager zum Großteil aus Patienten des FAB-Typs M5 (28%), M1(22%), M2 (22%) und M4
(16%) zusammen. Nur ein Patient war in dieser Gruppe an einer AML-M3 erkrankt. Der Anteil sekundärer AML-
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Erkrankungen war mit 22% deutlich höher als in der Therapieansprecher-Gruppe (7%). Entsprechend dem
günstigeren klinischen Verlauf von Patienten, die eine Remission erreichten, wiesen 27% der Patienten einen
prognostisch günstigen Karyotyp und nur 27% einen prognostisch schlechten Karyotyp auf. In der Gruppe der
Therapieversager dagegen wiesen 43% einen prognostisch schlechten und nur 6% der Patienten einen
prognostisch günstigen Karyotyp auf. Der Anteil zytogenetisch günstiger Karyotypen war in der
Therapieansprecher-Gruppe mit 26% deutlich höher als in der Therapieversager-Gruppe (5,5%) und umgekehrt
war der Anteil prognostisch ungünstiger Karyotypen in der Therapieversager-Gruppe mit 33% deutlich höher als
in der Therapieansprecher-Gruppe (18%). 88% der Therapieversager verstarben nach durchschnittlich 1,4
Monaten, während nur 23% der Therapieansprecher nach 7,2 Monaten verstarben ( siehe Tabelle 4.5.2.1.)
Tab. 4.5.2.2. zeigt die durchschnittliche Expression von Adhäsionsmolekülen innerhalb der Therapieansprecher-
und Therapieversager-Gruppe.
Tab. 4.5.2.2.  Expression von Adhäsionsmolekülen bei Therapieansprechern und Therapieversagern nach
Doppelinduktionstherapie (AML-CG-Protokoll )
Therapieansprecher Therapieversager
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos. Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Pos.1 Fälle/
alle
[n/n] 2
Anteil pos. Zellen3
(m±s)
[%]
mFI4
(m±s)
Stroma-Kontakt fördernd
VLA-2 9/16
(56%)
40±39 83±68 5/5
(100%)
72±24 61±38
VLA-3 0/15
(0%)
3±4 22±19 0/5
(0%)
2±1 30±24
PRR-1 14/25
(56%)
41±36 70±59 7/10
(70%)
40±31 70±69
PRR-2 19/25
(76%)
40±27 50±32 9/10
(90%)
62±32 62±43
Endothel-Kontakt-fördernd
L-Selektin 5/16
(31%)
28±36 78±80 2/5
(40%)
17±13 44±24
LFA-1 13/15
(87%)
65±33 266±206 4/4
(100%)
68±32 237±369
Mac-1 13/22
(59%)
28±22 195±195 5/8
(63%)
44±29 179±165
UPA-R 10/38
(26%)
14±15 52±34 9/17
(53%)
31±28 149±362
T-Zell-/ NK-Zell-Kontakt fördernd
ICAM-1 10/15
(67%)
33±24 87±51 3/5
(60%)
26±12 71±54
LFA-3 15/15
(100%)
92±18 259±175 4/4
(100%)
100±3 150±122
B7-1 5/15
(33%)
21±25 96±114 1/3
(33%)
19±13 91±73
B7-2 7/15
(47%)
28±25 85±66 2/4
(50%)
45±49 47±57
NCAM 4/38
(11%)
11±21 279±291 6/17
(35%)
27±35 320±277
m±s Mittelwert ± Standardabweichung, pos positiv, mFI mittlere Fluoreszenz-Intensität;
1Eine KM-Probe wird als „positiv“ bezeichnet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster den entsprechenden Marker exprimieren; 2Prozentwerte in
Klammern; 3Anteil der Rezeptor-exprimierenden Zellen im Auswertefenster; 4Maß für relative Rezeptordichte auf den Rezeptor-exprimierenden Zellen
Signifikante Unterschiede zeigten sich in der Expression von NCAM, UPA-R und VLA-2: KM-Proben, die NCAM
positiv waren, waren signifikant häufiger in der Therapieversager-Gruppe vertreten (p=0.028, Qui2-Test), während
bei den Therapieansprechern nur 4 von 38 untersuchten KM-Proben NCAM-positiv waren. Der Unterschied
zwischen den beiden Gruppen im Anteil NCAM-exprimierender Blasten zu allen untersuchten Blasten war
dagegen mit einem p-Wert von 0.09 (T-Test) gerade nicht signifikant. Ein signifikanter Unterschied (p=0.029, T-
Test) zeigte sich auch in der Anzahl UPA-R-tragender Zellen, die bei den Therapieversagern deutlich höher war.
Der Unterschied bezüglich UPA-R positiver Fälle war mit p=0.055 (Qui2-Test ) gerade nicht mehr signifikant.
In der Expression von VLA-2 zeigten sich bei den Therapieansprechern signifikant weniger VLA-2 exprimierende
Blasten als in der Therapieversager-Gruppe (p=0.049, T-Test). Der Unterschied in der Anzahl positiver Fälle war
mit einem p-Wert von 0.07 (Qui2-Test ) gerade nicht mehr signifikant. Obwohl beim Vergleich der zytogenetischen
Risikogruppen eine hohe Expression von CD62L, PRR-1 und eine niedrige Expression von CD11b mit einer
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zytogenetisch bestimmten guten Prognose korrelierte, waren die erwarteten Unterschiede im
Therapieansprechen bei diesen Markern nicht signifikant.
Abbildung 4.5.2.1. zeigt den durchschnittlichen Anteil VLA-2, UPA-R und NCAM exprimierender Blasten bei
Patienten, die auf die Therapie ansprachen im Vergleich zu Patienten, die trotz Induktionstherapie keine
Remission erreichten.
Abb. 4.5.2.1. Expression von VLA-2, UPA-R, NCAM bei Therapieansprechern  und Therapieversagern
4.6.  Antigenexpression und progressfreie Überlebenswahrscheinlichkeit
In diesem Kapitel wurde die Expression von Oberflächenmolekülen auf AML-Blasten bei Diagnosestellung mit der
Dauer der jeweiligen progressfreien Überlebenszeit verglichen. Für jedes Oberflächenmolekül wurde ein Cut-off-
Wert über den Anteil positiver Blasten im Auswertefenster ermittelt, bei dem der Unterschied (Log-rank-Test) aus
dem Vergleich der progressfreien Überlebenszeiten in den jeweils entstandenen Gruppen am signifikantesten
war. Kaplan-Meier-Kurven wurden für das progressfreie Überleben von Patienten erstellt, deren Anteil positiver
Blasten in den KM-Proben größer oder kleiner-gleich dem ermittelten Cut-off-Wert war. Es wurden nur Patienten
eingeschlossen, die eine Remission erreicht hatten und weiterhin nach dem AML-CG-Protokoll behandelt worden
waren.
4.6.1. Zytokinrezeptoren
Insgesamt gingen 42 Patienten, die eine Remission erreichten, in die Cut-off-Analysen ein. Da nicht bei allen
Patienten jeder Zytokinrezeptor untersucht wurde, variierten die Fallzahlen innerhalb der jeweiligen Gruppen. In
Tabelle 4.6.1.1. werden die ermittelten Cut-off-Werte, und die über log-rank-Test ermittelten p-Werte dargestellt.
Den Fällen, die ein längeres progressfreies Überleben aufwiesen und deren Anteil positiver Zellen über- oder
unterhalb der ermittelten Cut-off-Werten lag, wurde eine günstige Prognose zugeordnet. Entsprechend wurde
den Fällen, die eine kürzere progressfreie Überlebenszeit zeigten, eine schlechte Prognose zugeordnet.
Abbildung 4.6.1.1. zeigt die zu dieser Tabelle gehörenden Kaplan-Meier-Kurven.
Der statistisch signifikanteste Unterschied (p=0.001, Log-Rank-Test) in der progressfreien
Überlebenswahrscheinlichkeit zeigte sich in der FL-R-Expression. Beide Patientinnen (FAB-Typ M1 und M4,
beide prognostisch intermediären Karyotyps, flt3-Duplikation 1x nachgewiesen, 1x nicht untersucht), deren Anteil
FL-R positiver Zellen >85,5% war, rezidivierten nach durchschnittlich 2,7 Monaten. In der Gruppe der Patienten
(n=38), deren Anteil FL-R-positiver Zellen =85,5% war, rezidivierten nur 24 (36%) Patienten nach durchschnittlich
6,1 Monaten. Die beiden Patientinnen mit mehr als 85% FL-R positiven Blasten waren mit 71,5 Jahren deutlich
älter als die übrigen Patienten (Altersmedian: 50 Jahren) (siehe Tabelle 4.6.1.2.)
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Abbildung 4.6.1.1. Kaplan-Meier-Kurven für progressfreie Überlebenswahrscheinlichkeiten von AML-Patienten
mit mehr bzw. weniger Zellen positiv für den entsprechenden Zytokinrezeptor
FL-R (n=40), p= 0.0013
0
1
2
3
4
5
6
7
8
1 2 3
Monate
SCF-R (n=23), p= 0.018
0
1
2
3
4
5
6
7
8
1 2 3
Monate
IL-3-R (n=15), p= 0.2642
0
1
2
3
4
5
6
7
8
1 2 3
Monate
GM-CSF-R (n=40), p= 0.0621
0
1
2
3
4
5
6
7
8
1 2 3
Monate
G-CSF-R (n=18), p= 0.1756
0
1
2
3
4
5
6
7
8
1 2 3
Monate
1=Fälle mit = 85,5% FL-R (n=38) 1=Fälle mit = 45,5% SCF-R (n=9)
2=Fälle mit > 85,5% FL-R (n=2) 2=Fälle mit > 45,5% SCF-R (n=2)
1=Fälle mit = 32,5% IL-3-R (n=2) 1=Fälle mit = 33% GM-CSF-R (n=21)
2=Fälle mit > 32,5% IL-3-R (n=16) 2=Fälle mit > 33% GM-CSF-R (n=19)
1=Fälle mit > 52% G-CSF-R (n=4)
2=Fälle mit = 52% G-CSF-R (n=14)
pr
og
re
ss
fre
ie
Ü
be
rle
be
ns
w
ah
rs
ch
ei
nl
ic
hk
ei
t
pr
og
re
ss
fre
ie
Ü
be
rle
be
ns
w
ah
rs
ch
ei
nl
ic
hk
ei
t
pr
og
re
ss
fre
ie
Ü
be
rle
be
ns
w
ah
rs
ch
ei
nl
ic
hk
ei
t
pr
og
re
ss
fre
ie
Ü
be
rle
be
ns
w
ah
rs
ch
ei
nl
ic
hk
ei
t
pr
og
re
ss
fre
ie
Ü
be
rle
be
ns
w
ah
rs
ch
ei
nl
ic
hk
ei
t
63
Tab. 4.6.1.1. Unterschiede in der progressfreien Überlebenszeit anhand retrospektiv ermittelter Cut-off-Werte
Zytokinrezeptoren Gute Prognose
(=längere progressfreie
Überlebenzeit)
Schlechte Prognose
(= kürzere progressfreie
Überlebenszeit)
p-Wert
FL-R = 85,5%
(n=38)
>85,5%
(n=2)
0.001
SCF-R = 45,5%
(n=14)
>45,5%
(n=9)
0.02
IL-3-R = 32,5%
(n=2)
>32,5%
(n=16)
0.26
GM-CSF-R >33%
(n=19)
= 33%
(n=21)
0.06
G-CSF-R >52%
(n=4)
= 52%
(n=14)
0.18
Alle AML-Fälle (n=9), deren Anteil SCF-R positiver Zellen kleiner als 45,5% war, befanden sich nach einer
durchschnittlichen Beobachtungszeit von 9,2 Monaten noch in Remission, während bereits 6 von 14 (42%)
Patienten, deren Anteil SCF-R positiver Zellen größer als 45,5% ist, nach durchschnittlich 5,3 Monaten
rezidivierten. Auch dieser Unterschied war mit einem p-Wert von 0.018 (Log-Rank-Test) statistisch signifikant.
Vergleicht man das Patientenkollektiv dieser beiden Gruppen, so zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen im Anteil prognostisch guter (33% vs. 28%) bzw. schlechter Karyotypen (11% vs.
15%), wobei in beiden Gruppen die prognostisch intermediären Karyotypen überwogen. Auch die FAB-Typ
Verteilung war in beiden Gruppen in etwa vergleichbar (siehe. Tab. 4.6.1.1 und Tab. 4.6.1.2.)
Tab.4.6.1.2. Zusammensetzung der Patientenkollektive in den Gruppen  > oder = der Cut-off-Werte von FL-R und
SCF-R.
FL-R
>85,5%
FL-R
= 85,5%
SCF-R
>45,5%
SCF-R
= 45,5%
Prognose* ungünstig günstig ungünstig günstig
Alter (Median/Spannweite) [y] 66(55-77) 48,5(19-79) 47(19-77) 54(22-76)
Fallzahl (n) 2 39 14 9
FAB M0/M1 (n/n) 0/1 2/8 0/4 2/0
FAB M2/M3 (n/n) 0/0 12/4 5/2 3/0
FAB M4/M5 (n/n) 1/0 13/0 3/0 4/0
Iz-Blasten (m±s) [%] 87±4 83±13 87±10 86±9
Günstig/intermediär/ schlecht** 0/2/0
(0/100/0%)
9/23/7
(22/59/18%)
4/8/2
(28/57/14%)
3/4/1
(33/57/11%)
Rezidivrate (Rez/ alle) 100% (2/2) 39% (15/38) 42% (6/14) 0% (0/8)
Remissionsdauer (m±s) [d] 112±91 173±86 154±94 >276
m±s = Mittelwert und Standardabweichung, d= Tage, y= Jahre; Rez = Rezidivierte Patienten, *bezgl progressfreies Überleben. **zytogenetische
Risikogruppen)
Keine signifikanten Unterschiede zeigten sich dagegen in der IL-3-R-Expression. Tendenziell zeigten auch hier
Patienten mit einer höheren Expression als 32,5% kürzere progressfreie Überlebenszeiten.
Bei den `reiferen´ Zytokinrezeptoren (GM-CSF-R und G-CSF-R) verhielt es sich in Bezug auf die progressfreie
Überlebensdauer im Vergleich zu den v.a. auf unreifen Zellen exprimierten Zytokinrezeptoren (FL-R/ SCF-R/ IL-
3-R) genau umgekehrt: Diejenigen Patienten, deren Anteil GM-CSF-R-positiver Blasten größer 33% war, zeigten
eine längere progressfreie Überlebenszeit als Patienten, deren Anteil kleiner oder gleich 33% war. Im
untersuchten Patientenkollektiv befand sich jedoch kein Patient mit einer AML-M5, bei der die höchste GM-CSF-
R-Expression beobachtet wurde. Insgesamt befanden sich in der Gruppe mit >33% GM-CSF-R positiven Zellen
ein deutlich höherer Anteil der monozytären AML-M4 (47%), während in der Gruppe mit <33% GM-CSF-R
positiver Zellen nur zwei Fälle (9,5%) eine AML-M4 präsentierten. In der >30% GM-CSF-R exprimierenden,
günstigeren Gruppe rezidivierten 31% der Patienten nach durchschnittlich 6,5 Monaten, während in der GM-CSF-
R niedrig exprimierenden, ungünstigeren Gruppe 52% der Patienten nach durchschnittlich 5,1 Monaten
rezidivierten (Daten nicht dargestellt). Die Unterschiede waren allerdings mit einem p-Wert von 0.06 (Log-rank-
Test) gerade nicht signifikant.
Wesentlich geringer war der Unterschied (p=0.18, Log-Rank-Test) in der Expression des G-CSF-R, wobei
tendentiell diejenigen Patienten, deren Anteil G-CSF-R-positiver Blasten größer als 52% war, eine längeres
progressfreies Intervall aufwiesen. Auffallend war, dass die Patienten, die >52% G-CSF-R positive Blasten
aufwiesen, mit einem Altersmedian von 36 Jahren deutlich jünger als die Patienten mit <52% G-CSF-R positiven
Blasten (Altersmedian 58Jahre) waren. Alle Patienten mit mehr als 52% G-CSF-R exprimierenden Blasten lebten
nach durchschnittlich 8,2 Monaten noch in Vollremission, während 50% der Patienten, deren Anteil G-CSF-R
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positiver Zellen kleiner oder gleich 52% war, nach durchschnittlich 5,2 Monaten progredierten (Daten nicht
dargestellt).
Zusammenfassend läßt sich für die Wahrscheinlichkeit progressfreien Überlebens bei Patienten des FAB-Typs
M0 bis M4 feststellen: Lassen sich bei Patienten bei Diagnosestellung im Knochenmark auf mehr als 45,5% der
Blasten der SCF-R oder auf mehr als 85,5% der FL-R nachweisen, so haben diese Patienten eine signifikant
höhere Wahrscheinlichkeit, nach dem Erreichen einer Remission zu rezidivieren. Tendentiell scheint eine
niedrige Expression „reiferer“ Zytokinrezeptoren (GM-CSF-R, G-CSF-R) ebenfalls mit einer schlechteren
Prognose für progressfreie Überlebenszeit einherzugehen.
4.6.2. Adhäsionsmoleküle
Insgesamt gingen 38 Patienten, die eine Remission erreichten, in die Cut-off-Analysen ein. Da nicht bei allen
Patienten jedes Adhäsionsmolekül untersucht worden ist, variierten die Fallzahlen bei den jeweiligen
Adhäsionsmolekülen. In Tabelle 4.6.2.1 werden die ermittelten Cut-off-Werte und die dazugehörenden p-Werte
(Log-Rank-Test), die aus dem Vergleich der progressfreien Überlebenszeiten resultierten, dargestellt. Die Fälle,
die ein längeres progressfreies Überleben zeigten und deren Anteil positiver Zellen über- oder unterhalb den
ermittelten Cut.off-Werten lagen, wurden einer günstigen Prognose zugeordnet. Ensprechend wurden den Fällen,
die ein kürzere progressfreie Überlebenszeit zeigten, eine schlechte Prognose zugeordnet. Abbildung 4.6.2.1.
zeigt die zu dieser Tabelle gehörenden Kaplan-Meier-Kurven.
Tab. 4.6.2.1. Unterschiede in der progressfreien Überlebenszeit anhand retrospektiv ermittelter Cut-off-Werte der
Adhäsionsmoleküle
Gute Prognose
(=längere progressfreie
Überlebenzeit)
Schlechte Prognose
(= kürzere progressfreie
Überlebenszeit)
p-Wert
Stroma-Kontakt fördernd
VLA-2 > 63,5%
(n= 5)
= 63,5%
(n= 11)
0.37
VLA-3 > 2,5%
(n= 3)
= 2,5 %
(n = 10)
0.07
PRR-1 = 5%
(n = 5)
> 5%
(n = 19)
0.06
PRR-2 = 93%
(n= 24)
> 93%
(n= 1)
0.08
Endothel-Kontakt fördernd
L-Selektin > 30%
(n= 12)
= 30%
(n= 6)
0.43
LFA-1 = 71,5%
(n= 8)
> 71,5%
(n= 6)
0.30
Mac-1 > 9%
(n = 17)
= 9%
(n = 6)
0.19
UPA-R > 26,5%
(n= 9)
= 26,5%
(n= 31)
0.05
T-Zell/ NK-Zell–Kontakt fördernd
ICAM-1 = 60,5%
(n= 11)
> 60,5%
(n= 4)
0.007
LFA-3 > 98%
(n= 10)
= 98%
(n= 4)
0.33
B7-1 = 15%
(n= 5)
> 15%
(n= 7)
0.02
B7-2 = 65%
(n= 12)
> 65%
(n= 2)
0.0007
NCAM = 8%
(n= 32)
> 8%
(n= 9)
0.03
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Abbildung 4.6.2.1. Kaplan-Meier-Kurven für progressfreie Überlebenswahrscheinlichkeiten von AML-Patienten
mit mehr bzw. weniger Zellen positiv für das entsprechende Adhäsionsmolekül.
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Der statistisch signifikanteste Unterschied wurde bei der Expression des kostimulatorischen Moleküls B7-2 mit
einem p-Wert von 0.0007 nachgewiesen. Dabei hatten Patienten, die mehr als 65% B7-2 positive Blasten
präsentierten, eine 75%ige Wahrscheinlichkeit nach ca. vier Monaten nicht zu rezidivieren, während Patienten,
die =65% B7-2 positive Blasten aufwiesen, eine 75%ige Wahrscheinlichkeit hatten, nach ca. elf Monaten noch in
Remission zu sein. Die beiden Patienten mit mehr als 65% B7-2-positiven Blasten waren mit einem Altersmedian
von 68 Jahren deutlich älter als die Patienten, die eine höhere Wahrscheinlichkeit für progressfreies Überleben
hatten und deren Altersmedian bei 47 Jahren lag. Auch Unterschiede in der Expression von B7-1 hatte
signifikanten Einfluss auf die progressfreie Überlebenswarhscheinlichkeit. So rezidivierten vier von sieben
Patienten, die mehr als 15% B7-1-positive Blasten aufweisen, nach durchschnittlich 6,7 Monaten, während bei
den fünf Patienten, die weniger als 15% B7-1-positive Blasten aufwiesen, nur zwei Patienten bei einer
Beobachtungsdauer von insgesamt 18 Monaten ein Rezidiv erlitten.
Tab. 4.6.2.2. Zusammensetzung des Patientenkollektivs in den Gruppen > oder = der Cut-off-Werte von B7-2
und B7-1.
Patientencharakteristik B7-1
> 15%
B7-1
= 15%
B7-2
>65%
B7-2
= 65%
Prognose1 ungünstig günstig ungünstig günstig
Alter
(Median/ Schwankungsbereich) [y]
47(19-68) 52(37-59) 59(45-73) 49,5(19-68)
Fallzahl (n) 72 7 2 122
FAB M0/M1 (n/n) 0/1 0/2 0/0 0/3
FAB M2/M3 (n/n) 1/2 2/0 1/0 2/2
FAB M4/M5 (n/n) 2/0 3/0 1/0 4/0
iz-Blasten (m±s) [%] 87±9 89±11 70±0 91±8
morph.-Blasten (m±s) [%] 73±21 61±26 48 69±23
Günstig/intermediär/schlecht3
(n/n/n)4
2/2/3
(28,5/28,5/43%)
2/5/0
(28,5/71,5/0%)
1/1/0 3/6/3
Rezidivrate (Rez/ alle)(n/n)4 4/7 (57%) 2/7 (28%) 2/2 (100%) 3/12 (25%)
Zeit bis Rezidiv5
(Median/ Schwankungsbereich) [d]
292
(140-355)
226
(202-250)
203
(140-266)
319
(203-355)
Beobachtungszeit6
(Median/ Schwankungsbereich) [d]
290
(140-355)
335
(202-523)
203
(140-266)
316
(202-523)
m±s= Mittelwert und Standardabweichung, d= Tage, y= Jahre; Rez = Rezidivierte Patienten; n= Anzahl; iz= immunzytologisch bestimmt; morph.=
morphologisch bestimmt; 1bezgl progressfreiem Überleben; 2Ein Patient war nicht FAB-klassifiziert; 3zytogenetische Risikogruppen; 4 Prozentwerte in
Klammern; nur Patienten; 5nur Patienten analysiert, die rezidiviert sind ; 6endet mit KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt zum Patienten, wenn in
CR.
Ebenso wurde bei Patienten mit >60,5% ICAM-1-positiven Blasten eine 75%ige Wahrscheinlichkeit für
progressfreies Überleben innerhalb von 3 Monaten nach Diagnosestellung beobachtet, während Patienten mit
=60,5% ICAM-1 positiven Blasten eine 75%ige Wahrscheinlichkeit hatten, innerhalb von 10 Monaten nicht zu
progredieren (p=0.007). Patienten mit >60,5% ICAM-1exprimiererender Blasten waren mit einem Altersmedian
von 66 Jahren deutlich älter als die Patienten mit =60,5% Blasten (Altersmedian: 57,5 Jahre). Diese Gruppe
setzte sich zu 81% aus Fällen mit intermediären Karyotypen zusammen.
Patienten, die >8% NCAM-positive Blasten aufwiesen, zeigten eine signifkant niedrigere progressfreie
Überlebenswahrscheinlichkeit als Patienten, die bei Diagnosestellung =8% NCAM positive Blasten aufwiesen.
Patienten mit >8% NCAM-positiven Blasten hatten eine Wahrscheinlichkeit von 50%, schon nach 6 Monaten zu
rezidivieren, während Patienten mit =8% NCAM-positiver Blasten mit einer 50%igen Wahrscheinlichkeit erst nach
12 Monaten rezidivierten.
Auch die Expression des UPA-R zeigte Einfluss auf die progressfreien Überlebenszeiten. Obwohl die Patienten,
die keine Remission erreichten, eine deutlich höhere UPA-R –Expression aufwiesen, korrelierte eine Expression
von >26,5% UPA-R-positiver Blasten mit einer längeren progressfreien Überlebenszeit. 66% der Patienten mit
>8% NCAM-positiver Blasten rezidivierten nach im Mittel 4,6 Monaten. Dagegen rezidivierten nur 44% der
Patienten mit =8% NCAM-positiver Blasten erst nach im Mittel 6,2 Monaten.
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Tab. 4.6.2.3. Patientencharakterisitk in den Gruppen > oder = der Cut-off-Werte von ICAM-1 und NCAM
Patientencharakteristik ICAM-1
>60,5%
ICAM-1
= 60,5%
NCAM
> 8%
NCAM
= 8%
Prognose1 ungünstig günstig ungünstig günstig
Alter
(Median/ Schwankungsbereich) [y]
67
(39-73)
56
(19-77)
55
(19-79)
48,5
(19-77)
Fallzahl (n) 4 11 9 32
FAB M0/M1 (n/n) 0/0 1/3 0/1 2/7
FAB M2/M3 (n/n) 2/0 3/1 4/0 5/6
FAB M4/M5 (n/n) 2/0 3/0 4/0 10/0
iz-Blasten (m±s) [%] 82±9 87±10 79±11 85±12
morph.-Blasten (m±s) [%] 35 67±23 60±19 70±23
Günstig/intermediär/schlecht3
(n/n/n)4
2/0/2
(50/0/50%)
1/9/1
(10/80/10%)
2/6/1
(22/67/11%)
8/18/6
(25/56/19%)
Rezidivrate (Rez/ alle)(n/n)4 3/ 4 (75%) 2/11 (18%) 6/9 (66%) 13/32 (41%)
Zeit bis Rezidiv5
(Median/ Schwankungsbereich) [d]
140
(109-230)
191
(76-306)
140
(47-177)
186
(66-319)
Beobachtungszeit6
(Median/ Schwankungsbereich) [d]
159
(109-230)
271
(76-324)
163,5
(47-335)
265
(66-700)
m±s= Mittelwert und Standardabweichung, d= Tage, y= Jahre; Rez = Rezidivierte Patienten; n= Anzahl; iz= immunzytologisch bestimmt; morph.=
morphologisch bestimmt; 1bezgl progressfreien Überlebens; 2Ein Patient nicht FAB-klassifiziert; 3zytogenetische Risikogruppen; 4 Prozentwerte in
Klammern; nur Patienten; 5nur Patienten analysiert, die rezidiviert sind ; 6endet mit KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt zum Patienten, wenn in
CR.
Tab. 4.6.2.4. Patientencharakteristik in den Gruppen > oder = 26% UPA-R-exprimierender Blasten
Patientencharakteristik UPA-R
> 26,5%
UPA-R
= 26,5%
Prognose1 günstig ungünstig
Alter
(Median/ Schwankungsbereich) [y]
54
(21-59)
57(19-77)
Fallzahl (n) 9 31
FAB M0/M1 (n/n) 0/0 2/10
FAB M2/M3 (n/n) 1/2 10/4
FAB M4/M5 (n/n) 6/0 5/0
iz-Blasten (m±s) [%] 86±8 83±13
morph.-Blasten (m±s) [%] 69±11 69±24
Günstig/intermediär/schlecht3
(n/n/n)4
5/3/1
(55/33/12%)
7/18/6
(23/58/19%)
Rezidivrate (Rez/ alle)(n/n)4 2/9 (22%) 16/31 (52%)
Zeit bis Rezidiv5
(Median/ Schwankungsbereich) [d]
76
(47-105)
174
(66-319)
Beobachtungszeit6
(Median/ Schwankungsbereich) [d]
316
(47-700)
243
(66-496)
m±s= Mittelwert und Standardabweichung, d= Tage, y= Jahre; Rez = Rezidivierte Patienten; n= Anzahl; iz= immunzytologisch bestimmt; morph.=
morphologisch bestimmt; 1bezgl progressfreien Überlebens; 2Ein Patient nicht FAB-klassifiziert; 3zytogenetische Risikogruppen; 4 Prozentwerte in
Klammern; nur Patienten; 5nur Patienten analysiert, die rezidiviert sind ; 6endet mit KMT, Rezidiv, Versterben oder letztem Kontakt zum Patienten, wenn in
CR.
Auch für die übrigen Marker konnten Cut-off-Werte für den Anteil Marker-positiver Blasten ermittelt werden, bei
denen aus dem Vergleich der entstandenen Gruppen ein deutlicher Unterschied in der Dauer der progressfreien
Überlebenszeit hervorging. Diese Unterschiede waren allerdings aufgrund der geringen Fallzahl nicht signifikant,
so dass sich eine eindeutige prognostische Aussagen nicht treffen ließ (siehe Tab. 4.6.2.1). Patienten mit sehr
hohem Anteil PRR-2- und mit bereits geringem Anteil PRR-1-positiven Blasten tendierten zu einer eher kürzeren
progressfreien Überlebenszeit. Umgekehrt wies eine niedrige Expression von Endothel-Kontakt fördernden
Adhäsionsmolekülen, wie z.B. L-Selektin, Mac-1 und UPA-R auf eine schlechte Prognose hinsichtlich der Dauer
des progressfreien Überlebens hin.
Zusammenfassend lässt sich feststellen: Eine hohe Expression von Adhäsionsmolekülen (ICAM-1, B7-1, B7-2,
NCAM), die den Kontakt zu T- und/ oder NK-Zellen herstellen, korrelierte mit einer kürzeren progressfreien
Überlebenszeit. Als einziger Vertreter der Endothel/ Stroma-Kontakt –Ahäsionsmolekülen korrelierte eine hohe
Expression von UPA-R mit einer signifikant höheren progressfreien Überlebenswahrscheinlichkeit.
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5. Diskussion
5.1. Systematische Unterschiede zwischen AML-KM-Proben und gesunden
KM-Proben
Proliferation, Maturation und Migration von hämopoetischen Vorläuferzellen, sowie die Elimination dieser Zellen
durch das Immunsystem werden sowohl durch Zytokine und deren Zytokinrezeptoren, als auch über
Adhäsionsmoleküle und deren Bindungspartner reguliert. Da diese Regulationssysteme bei der AML grundlegend
gestört sind, wurde die Expression von Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmolekülen innerhalb der
Blastenpopulation im Vergleich zur Expression im gesunden Knochenmark durchflusszytometrisch bestimmt.
Zytokinrezeptoren werden in AML-KM-Proben häufiger exprimiert als in gesunden KM-Proben.
Proliferation und Differenzierung von Vorläuferzellen werden über Zytokine und Zytokinrezeptoren gesteuert. In
Abhängigkeit vom Reifegrad der hämopoetischen Vorstufen spielen unterschiedliche Zytokin-/Zytokinrezeptor-
Paare eine Rolle. Schon auf Stammzell-Ebene gewinnen der FL und der FL-R an Bedeutung. Auch bei der AML
konnte in vielen bisher vorausgegangenen Arbeiten (Birg F, 1992; Carow CE, 1996) mittels Northern- oder
Western-Blot die mRNA des FL-R bei der AML in mehr als 90% der Fälle und damit im Vergleich zur Expression
auf gesunden KM-Zellen in wesentlich höherem Maße nachgewiesen werden. Die bisher durchgeführten
durchflusszytometrischen Untersuchungen mit Fluorochrom-markierten Antikörpern, die spezifisch an Epitope
des FL-R binden, stimmen mit dem Nachweis von mRNA weitgehendst überein (Meierhoff G, 1995). Auch in
diesen Studien (Mc Kenna HJ, 1996; Stacchini A, 1996; Rosnet O, 1996) waren 61% bis 90% der AML-Fälle
positiv für den FL-R. In der hier vorgelegten Arbeit waren 62% der AML-KM-Proben positiv. Bei den gesunden
Probanden konnte dagegen keine der acht untersuchten KM-Proben als FL-R-positiv gewertet werden. Bei der im
Vergleich zu anderen durchflusszytometrisch durchgeführten Studien bisher höchsten Fallzahl von insgesamt 89
Patienten stimmte unser Ergebnis mit den bereits publizierten Angaben in der Literatur (zusammengefasst von
Drexler HG, 1996) gut überein.
Noch häufiger als der FL-R stand die Expression des SCF-R bei der AML im Mittelpunkt wissenschaftlicher
Studien. In der größten Übersichtsarbeit der EGIL-Gruppe (Bene MC, 1998), die die Ergebnisse der SCF-R
Expression von 1.103 AML-Fälle in Europa zusammenfasste, waren 67% der untersuchten Fälle SCF-R-positiv.
Der SCF-R wurde als typisch myeloischer Marker in die Routinediagnostik mitaufgenommen. Die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten AML-KM-Proben (n=48) waren in 75% der Fälle für den SCF-R positiv und dieses
Ergebnis steht damit weitgehend im Einklang mit den bereits veröffentlichten Daten. Die Ergebnisse des in dieser
Arbeit verwendeten monoklonalen Antikörpers (moAk) des Klons 95C3 (Fa. Beckman-Coulter) waren mit den
Ergebnissen des in den meisten anderen Studien verwendeten moAks YB5B8 (Fa. Beckman-Coulter)
vergleichbar (Bene MC, 1998). Der SCF-R wird normalerweise auf weniger als 5% der Progenitorzellen des
normalen Knochenmarks gefunden (Ashman LK, 1991). In den in dieser Arbeit untersuchten acht gesunden KM-
Proben exprimierten durchschnittlich 11% der Zellen den SCF-R, doch in der untersuchten Population befanden
sich nicht nur Progenitorzellen, sondern auch Lymphozyten und Monozyten.
Die meisten Zellen (durchschnittlich 89%) in den in dieser Arbeit untersuchten KM-Proben exprimierten den IL-3-
R. Dagegen exprimierten nur durchschnittlich 9% der untersuchten Zellen in den gesunden KM-Proben den IL-3-
R. Diese häufige Expression in AML-KM-Proben wurde bereits in anderen Arbeiten gezeigt (Budel LM, 1989;
Koubek K, 1998; Jordan CT, 2000; DeWaele M, 2001; Munoz L, 2001). Da er in noch höherem Maße (>90%) auf
CD34+ leukämischen Zellen, auf gesunden CD34+-Zellen jedoch kaum exprimiert wird, stellt der IL-3-R einen
spezifischen Marker für leukämische Stammzellen dar (Jordan, CT, 2000).
Obwohl GM-CSF in der Klinik mittlerweile routinemäßig zur Verkürzung der Neutropeniephase eingesetzt wird,
wurde die Expression seines Rezeptors auf AML-Blasten bislang nur von wenigen Arbeitsgruppen untersucht
(Budel LM, 1989; Park LS, 1989; Koubek K, 1998; Lanza F, 1997), wobei die Untersuchungen von Lanza F et al.
(1997) an 72 AML-Patienten am umfassendsten waren. Lanza F et al. zeigten, dass abhängig von dem
verwendeten moAk-Klon (M5D12, 4B5F5, HGM-CSFR) 33%, 78% und 90% der Zellen positiv für den GM-CSF-R
waren. Die hier vorgestellten Ergebnisse mit dem moAK des Klons SC06 (Fa. Beckman-Coulter) waren daher mit
obigen Ergebnissen schwer unmittelbar zu vergleichen, obwohl das Ergebnis von 63% GM-CSF-R positiver Fälle
in dieser Arbeit durchaus mit den Ergebnissen des 4B5F5-Klons korrespondierte. Auch innerhalb des gesunden
KM konnten GM-CSF-R positive Fälle nachgewiesen werden. Die GM-CSF-R exprimierenden Zellen in den
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gesunden KM-Proben können den myeloiden und monozytären Progenitorzellen zugeordnet werden (Wognum
AW, 1996; Lanza F, 1997).
Deutlich häufiger wurde die Expression des G-CSF-R auf AML-Blasten untersucht. Zum Nachweis wurde meist
radioaktiv markierter G-CSF verwendet und quantitativ ausgewertet (Budel LM; 1989, Park LS; 1989, Piao YF;
1990, Motoji T; 1991). Alle Arbeiten stellten einheitlich hoch affine Rezeptoren in unterschiedlicher
Expressionsdichte auf den einzelnen Blasten fest. Der durchflusszytometrische Nachweis des G-CSF-R mittels
moAk wurde dagegen erst in den letzten Jahren intensiviert (Shimoda K, 1992; Shinjo K, 1997; Katayama N,
1998; Koubek K, 1998; De Waele M, 2001), doch da auch hier unterschiedliche Markierungsmethoden verwendet
wurden (direkt und indirekt Fluorochrom-markierte Antikörper, markierter G-CSF) bzw. unterschiedliche
Subpopulationen ausgewertet wurden (CD34+Blasten, gesamte Blastenpopulation) ist ein unmittelbarer Vergleich
zwischen den verschiedenen Studien nicht möglich. In den meisten Arbeiten konnte G-CSF-R auf AML-Blasten
nachgewiesen werden, während die Höhe bzw. die Häufigkeit der Expression stark variierte. Da der G-CSF-R auf
lymphozytären Zellen nie exprimiert wird, gilt er als typisch myeloischer Marker. In der hier vorgelegten Arbeit
konnten 41% der untersuchten AML-Fälle als positiv für den G-CSF-R gewertet werden, während keine der
untersuchten Populationen im gesunden KM positiv für G-CSF-R war. Die durchschnittliche Häufigkeit G-CSF-R
exprimierender Zellen lag bei 25% innerhalb der Blastenpopulation, bei 10% in der gesunden Zellpopulation, die
Monozyten, Lymphozyten und Progenitorzellen umfasste.
Als letztes Oberflächenmolekül in der Reihe der Zytokinrezeptoren wurde schließlich die gp130-Subunit
untersucht, die die gemeinsame signaltransduzierende Untereinheit von v.a. synergistisch wirksamen
Zytokinrezeptoren für IL-6, IL-11, LIF, CNTF, OSM und CCT-1 darstellt. In vorausgegangenen Arbeiten konnte
die gp130-Subunit durchflusszytometrisch auf AML-Blasten aller FAB-Typen nachgewiesen werden (Koubek K,
1998; Kimura T, 1999). Auch Inoue K (1994) konnte mittels der noch sensibleren quantitativen RT-PCR-Methode
das Gen für die gp130-Subunit in allen AML-Blasten feststellen. In der hier vorgelegten Arbeit konnte die gp130-
Subunit jedoch mittels des verwendeten PE-markierten mAk des Zellklons AM64 in keiner der 36 untersuchten
KM-Proben als positiv gewertet werden. Durchschnittlich exprimierten nur 4% der Blasten im Auswertefenster die
gp130-Subunit. Schon bei den Untersuchungen von Koubek K (1999) fiel auf, dass bei unterschiedlich
verwendeten Antikörpern stark intraindividuell variierende Ergebnisse zu messen waren. Dies legt die Vermutung
nahe, dass die von uns verwendete Methode und auch der verwendete Antikörper zu wenig sensitiv bzw.
spezifisch für die Detektion der gp130-Subunit war. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die
gp130-Subunit durchaus - wenn auch in geringer Expressionsdichte - auf AML-Blasten exprimiert wird. Innerhalb
der gesunden Kontrollgruppe war immerhin eine von vier untersuchten KM-Proben positiv für die gp130-Subunit.
Aufgrund des methodisch bedingten nur geringen Nachweises der gp130-Subunit auf AML-Blasten wurden keine
weiteren Auswertungen und Interpretationen mehr für diesen Marker vorgenommen.
Zusammenfassend zeigte sich aus dem Vergleich der Zytokinrezeptorexpression mit gesunden KM-Zellen, dass
grundsätzlich der Anteil Zytokinrezeptor-exprimierender Zellen im Blasten-Auswertefenster deutlich höher als
innerhalb der entsprechenden gesunden Population war. All diese Ergebnisse ließen sich - soweit ein
unmittelbarer Vergleich möglich war - gut in die bereits bestehende Literatur einordnen. Einzige Ausnahme
bildete die gp130-Subunit, die in dieser Arbeit aufgrund methodischer Probleme auf AML-Blasten nur kaum
nachgewiesen werden konnte.
Von den Adhäsionsmolekülen wurden Mitglieder der Selektine, Integrine und Immunglobulin-Superfamilie
untersucht: .
Niedrige L-Selektin Expression auf AML-Blasten
Aus der Gruppe der Selektine wurde das L-Selektin untersucht. In verschiedenen Arbeiten wurde bereits eine L-
Selektin-Expression auf AML-Blasten nachgewiesen (Kortlepel K, 1992; Reuss-Borst MA, 1995; Liesveldt JL,
1997; De Waele M, 1999), wobei eine niedrigere Expressionshäufigkeit von L-Selektin auf CD34+ AML-Blasten im
Vergleich zu gesunden CD34+ myeloiden Progenitorzellen beobachtet wurde (DeWaele M, 1999). In dieser Arbeit
waren alle vier (=100%) der untersuchten gesunden KM-Proben L-Selektin positiv, während nur 39% der AML-
Proben L-Selektin positiv waren. Die Ergebnisse unserer Arbeiten stimmen damit - soweit aufgrund der
unterschiedlich untersuchten Blastenpopulationen vergleichbar - mit den in obigen Arbeiten publizierten Daten,
überein.
Die Expression von Integrinen im leukämischen und gesunden KM ist vergleichbar
Von den ß1-Integrinen war bekannt, dass sich die Expression von VLA-4 und VLA-5 im KM von AML-Patienten
und gesunden Probanden nicht wesentlich unterschied (Liesveldt JL, 1997; De Waele M, 1999), so dass in dieser
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Arbeit die Expression der bislang weniger oft untersuchten VLA-2- und VLA-3-Integrine analysiert wurde. Mittels
indirekter Durchflusszytometrie konnten Reuss-Borst MA et al. (1995) bei akuten Leukämien (AML und ALL) eine
mäßig hohe VLA-2- und VLA-3-Expression auf CD34+Leukämiezellen und keine Expression dieser ß1-Integrine
auf gesunden CD34+Zellen feststellen. De Waele M et al. (1999) untersuchten dagegen gezielt CD34+ AML-
Blasten und gesunde myeloide CD34+Zellen durchflusszytometrisch mit der Streptavidin-Biotin-Methode. Sie
konnten auf den meisten gesunden myeloiden Progenitorzellen eine Expression von VLA-2 und VLA-3
nachweisen, während sie bei den zehn untersuchten AML-Fällen eine deutlich geringere Expression auf den
Blasten feststellten. Vila L et al. (1995) untersuchten die VLA-2 Expression mittels indirekter Durchflusszytometrie
bei insgesamt 60 AML-Patienten, wobei nur 20% der KM-Proben für VLA-2 positiv waren und eine gesunde
Kontrollgruppe nicht mitgeführt wurde. Aufgrund der stark variierenden Untersuchungsergebnisse, die auf
methodische Unterschiede, verschieden zusammengesetzten Patientenkollektiven bzw. verschieden
ausgewerteten Blastenpopulationen zurückzuführen sind, lassen sich obige Ergebnisse nur schwer unmittelbar
mit den hier vorgestellten Ergebnissen vergleichen: VLA-2 konnte in allen gesunden KM-Proben und in 64% der
AML-Fälle positiv gewertet werden. Damit lagen unsere Ergebnisse deutlich höher als in den vorausgegangenen
Untersuchungen, wobei dort allerdings nur die CD34+Population mit zudem noch anderen Methoden untersucht
wurde. VLA-3-positive Fälle konnten dagegen weder in AML-KM-Proben noch in gesunden KM-Proben
festgestellt werden. Da ein Nachweis von VLA-3 jedoch sowohl in der Arbeit von DeWaele M (1999), als auch in
der Arbeit von Reuss-Borst MA (1995) - wenn auch nur auf einer geringen Teil der Zellen - möglich war, kann das
zum einen an den in diesen Arbeiten unterschiedlich gesetzten Auswertefenster liegen oder aber der in dieser
Arbeit verwendete FITC-markierten Antikörper war zu wenig sensitiv für das VLA-3–Molekül bzw. eine Kopplung
des Antikörpers an das stärker fluoreszierende Fluorochrom PE einen Nachweis hätte einen Nachweis möglich
machen können. Weitere Auswertungen und Interpretationen der VLA-3 Expression in dieser Arbeit schienen uns
daher nicht sinnvoll zu sein.
Von der Familie der ß2-Integrine wurde die Expression von LFA-1 und Mac-1 untersucht. 27 von 29
untersuchten AML-Proben, wie auch die KM-Proben aller gesunder Probanden waren LFA-1 positiv. LFA-1
wurde auf der Mehrzahl der Blasten exprimiert (durchschnittlich 77% vs. 53%). Dagegen waren nur 60% der
AML-Proben für Mac-1 und mit 38% deutlich weniger gesunde KM-Proben für Mac-1 positiv. Ähnliche Ergebnisse
konnte auch Reuss-Borst MA (1995), DeWaele M (1999) innerhalb der CD34+ Blastenpopulation und Brouwer RE
(2000) für LFA-1 innerhalb der CD33+ Blastenpopulation feststellen.
Von den kostimulatorischen Molekülen, die alle Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie sind, wurde in
dieser Arbeit die Expression von LFA-3, ICAM-1, B7-1, B7-2, NCAM untersucht.:
Keine wesentlichen Unterschiede in der LFA-3 und ICAM-1 Expression zwischen gesunden und AML-KM
Wie auch in anderen Studien (Brower RE, 2000; Maeda A, 1998) waren in dieser Arbeit die Mehrzahl der AML-
Fälle und der gesunden KM-Proben LFA-3-positiv. Die Angaben in der Literatur über die ICAM-1 Expression bei
der AML schwankten zwischen 27% - 85% positiver Fälle, wobei Analysen mit FITC-konjugierten mAk deutlich
geringere Ergebnisse (20-27%) erbrachten (Hirano N, 1996; Brouwer RE, 2000) als Untersuchungen (75%-85%),
die – wie auch in unseren Analysen – mit PE markierten mAK (Maeda A, 1998) oder indirekt markierten Ak
(Reuss-Borst MA, 1995; De Waele M, 1999) durchgeführt worden sind. Während 70% der AML-Fälle und 75%
der gesunden HPC positiv für ICAM-1 war, stimmte unser Ergebnis bei der AML zwar gut mit dem anderer
Arbeiten mit vergleichbaren Methoden überein, doch konnten wir im Gegensatz zu anderen Arbeiten keine
geringere Expression im gesunden KM im Vergleich zu AML-Blasten feststellen. In diesen Arbeiten wurden
allerdings nur die CD34+Population untersucht.
Die kostimulatorischen Moleküle B7-1 und B7-2 lassen sich auf AML-Blasten nachweisen
Während B7-1 in den meisten Arbeiten nicht bzw. kaum nachgewiesen werden konnte (Brouwer RE, 2000;
Maeda A, 1998; Hirano N, 1996), zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass mittels PE/CY5-markierten mAk des
Zellklons DAL-1 immerhin 46% der AML-Fälle als B7-1-positiv eingestuft werden konnten. Das Gen für B7-1 ist
nahe dem B7-2-Gen auf Chromosom 3q13-q23 lokalisiert, allerdings wurde bisher bei der AML der Nachweis der
Genexpression oder der mRNA von B7-1 nicht erbracht. Dieser Nachweis in Verbindung mit
durchflusszytometrischen Paralleluntersuchungen mit mAk aus verschiedenen Klonen bzw. mit verschiedenen
Fluorochrom-Konjugationen sind daher notwendig, um das in dieser Arbeit vorgestellte Ergebnis weiter zu
evaluieren und vergleichbar zu machen, v.a. da Veränderungen am Chromosom 3q21 bei der AML häufig sind.
Auch die Expression von B7-2 war in unseren Analysen mit 66% positiver Fälle etwas höher als in denen anderer
Arbeiten (33%-50%), wobei die Unterschiede mit unterschiedlicher FAB-Zusammensetzung des Patientenguts
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(Maeda A, 1998) bzw. mit der Analyse nur der CD33+Population (Brouwer RE, 2000) gut zu erklären sind. Keine
der untersuchten gesunden KM-Proben war dagegen für B7-1 und B7-2 positiv.
NCAM und der UPA-R werden im Durchschnitt auf 20% der Blasten exprimiert.
Der NK-Zell-Marker NCAM  konnte in unserer Arbeit in 26% der untersuchten AML-Fälle für positiv gewertet
werden. Auch in anderen Arbeiten (Seymour JF, 1994; Reuss-Borst MA, 1995; Thomas X, 1995) wurde die
Expression von NCAM bei der AML in ähnlicher Häufigkeit nachgewiesen. Keine der gesunden KM-Proben war
dagegen NCAM positiv und nur durchschnittlich 6% der Zellen im Auswertefenster exprimierten NCAM auf ihrer
Oberfläche. Ebenso deutlich waren die Unterschiede zwischen AML-Blasten und der gesunden untersuchten KM-
Population bei der Expression des UPA-R. 39% der AML-Fälle, aber kein Fall der gesunden KM-Proben waren
positiv für den UPA-R. Die UPA-R-Expression wurde bei der AML bisher nur von Lanza F et al (1988) mittels
indirekter Durchflusszytometrie untersucht, die meist etwas höhere Ergebnisse erbringt. Dies kann eine Erklärung
dafür sein, dass die UPA-R Expression in unserer Arbeit etwas weniger häufig als in dem von Lanza F (1988)
untersuchten AML-Patientenkollektiv war.
PRR-1 und PRR-2 lassen sich auf AML-Blasten nachweisen
Die Expression von PRR-1 und PRR-2 wurde bei der AML bislang noch nicht untersucht. PRR1- und PRR-2
wurden lediglich auf 20-60% der gesunden CD34+ oder CD33+KM-Zellen nachgewiesen. In unserer Arbeit
konnten innerhalb der gesunden KM-Zellpopulation durchschnittlich 88% PRR-1- und 15% PRR-2-exprimierende
Blasten nachgewiesen werden. Innerhalb der Blastenpopulation war dagegen PRR-1 geringer (53%) und PRR-2
höher (75%) als im gesunden KM exprimiert.
5.2. Spezifische Unterschiede innerhalb von AML-Subtypen
Hohe FL-R-Expression bei monozytären Leukämien
80% der monozytären Leukämien (M4, M5) waren positiv für den FL-R (bei ebenfalls hohen Anteil FL-R
exprimierender Blasten und hoher Rezeptordichte), während nur durchschnittlich 47% der Leukämien, die der
granulozytären Zelllinie (M1, M2, M3) zugeordnet wurden, FL-R-positiv waren. Rappold I et al (1997) hatten
bereits gezeigt, dass auch bei der normalen Hämopoese der FL-R v.a. auf den unreifen, hämopoetischen
Progenitorzellen exprimiert wird. Im Laufe der weiteren Maturation wird er bevorzugt innerhalb der monozytären
Zelllinie exprimiert, während die Expression innerhalb des granulozytären Reifungsprozesses abnimmt. Die
vermehrte Expression des FL-R innerhalb der monozytären Leukämien kann daher entsprechend der höheren
Expression des maligne transformierten, monozytären Zellklons gesehen werden. Innerhalb der granulozytären
Leukämieformen nimmt die Expression des FL-R mit zunehmendem Reifegrad (M1>M2>M3) ab. Bei der sehr
undifferenzierten M0-Leukämie war der FL-R der einzige der untersuchten Zytokinrezeptoren, für den die KM-
Proben (schon) positiv waren. Da nur zwei KM-Proben des FAB-Typs M0 untersucht worden sind, läßt sich diese
Aussage aufgrund der geringen Fallzahl nicht verallgemeinern. Die jeweils untersuchten Fälle einer
Erythroleukämie und megakaryozytären Leukämie waren beide negativ für den FL-R. Im Gegensatz zu anderen
Arbeiten mit kleinerer Fallzahl (Stacchini A, 1996, Piacibello W, 1995) konnte anhand unserer Ergebnisse die
Häufigkeit der Expression des FL-R sowohl als linienspezifisch (v.a. monozytäre Leukämien) als auch
reifegradabhängig (innerhalb der granulozytären Leukämien) interpretiert werden, d.h. eine geringe FL-R
Expression weist v.a. auf eine reifere, granulozytäre Leukämie hin (oder Erythroleukämie bzw. megakaryozytäre
Leukämie).
Reifegradabhängige Expression des SCF-R
Umgekehrt zur FL-R-Expression waren 88% der AML-Blasten, die der granulozytären Zelllinie zugeordnet
werden, für den SCF-R positiv, wogegen nur 58% der monozytären Leukämien SCF-R positiv waren. Der
Unterschied zwischen den beiden Gruppen war mit p=0.02 (Chi2-Test) signifikant. Diese Aussage wird von den
Ergebnissen von Nomdedeu JF et al (1999) unterstützt, in dessen Untersuchungen alle SCF-R negativen AML-
Fälle zur Gruppe der monozytären Leukämien gehörten. Auch Bene MC et al. (1998) konnten bei sehr großen
Fallzahlen diese Unterschiede feststellen, allerdings waren diese nicht signifikant, so dass der SCF-R allein nicht
als Marker zur Unterscheidung zwischen diesen beiden Linien verwendet werden kann. In unserer Arbeit zeigten
sich zudem Parallelen zum Reifegrad der Leukämie. Je unreifer die Leukämie, desto mehr SCF-R positive Fälle
wurden beobachtet und desto höher war auch der mittlere Anteil SCF-R exprimierender Blasten. Dies konnte
sowohl innerhalb der granulozytären Linie (M1>M2>M3), als auch auf niedrigerem Expressionsniveau innerhalb
der monozytären Linie beobachtet werden (M4>M5). Mehrere Arbeiten stellten eine Koexpression des SCF-R
und CD34 fest, das v.a. auf unreifen myeloiden Vorläuferzellen exprimiert wird (Muroi, K, 1995; Kubota A, 1994).
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Demnach wird der SCF-R bevorzugt auf granulozytären und unreifen Leukämien exprimiert. Eine niedrige
Expression von SCF-R weist damit v.a. auf eine reifere monozytäre Leukämie hin (M5).
Hohe Expression des IL-3-R in allen Subtypen der AML
Bis auf drei KM-Proben waren alle untersuchten AML-Proben für den IL-3-R positiv, somit ergaben sich keine
wesentlichen Unterschiede innerhalb der verschiedenen Subtypen der AML und auch keine Korrelationen zu
Reifegrad und Linienzugehörigkeit. Während Koubek K et al (1998) feststellten, dass v.a. unreife Leukämien (M0
und M1) den IL-3-R exprimierten, ging anhand unserer Ergebnisse hervor, dass der Anteil IL-3-R-exprimierender
Zellen durchschnittlich am häuigsten innerhalb der M1 und M3 exprimiert wird und damit nicht die unreifen
Leukämien bevorzugt. Da unterschiedlich, sensitive Methoden und Antikörper die Ergebnisse zwischen den
beiden Arbeiten schwer vergleichbar machen, werden zukünftige Arbeiten eine eventuell reifegradabhängige
Expression des IL-3-R erst bestätigen müssen.
Hohe GM-CSF-R Expression bei monozytären Leukämien
Entsprechend der physiologischen Expression des GM-CSF-R, der die monozytäre Zelllinie bevorzugt (Lanza F,
1997; Wognum AW, 1996), waren 92% der monozytären Leukämien (M4/M5) GM-CSF-R-positiv, während nur
46% der granulozytären Zelllinien als GM-CSF-R positiv gewertet werden konnten. Auch Koubek K et al (1998)
und Lanza F et al (1997) konnten eine bevorzugte Expression innerhalb der monozytären Zelllinie feststellen.
Korreliert man den durchschnittlichen Anteil positiver Zellen mit dem Reifegrad der Leukämie, so nimmt die
relative Anzahl GM-CSF-R exprimierender Blasten mit zunehmender Differenzierung sowohl innerhalb der
monozytären Leukämien (M4<M5) als auch innerhalb der granulozytären Leukämien (M1<M2<M3) zu.
Zusammenfassend kann man daher von einer linien- und reifegradabhängigen Expression des GM-CSF-R
sprechen, d.h. eine hohe GM-CSF-R Expression spricht für die Zugehörigkeit zu einer reifen monozytären
Leukämie (M5).
Höchste G-CSF-R Expression bei der Promyelozytenleukämie
Auch für den G-CSF-R konnte in den bereits publizierten Daten bereits eine reifegradabhängige Expression
beobachtet werden (Shimoda K, 1992; Shinjo K, 1997). Bei dem am größten untersuchten Patientenkollektiv von
81 Patienten fand sich v.a bei der Promyelozytenleukämie die signifikant höchste Expression des G-CSF-R
(Katayama N, 1998), während die Untersuchungen von Motoji T (1991) an nur 20 AML-Patienten mittels
Radiojod-Methode v.a. bei der AML-M2 eine hohe Expression ergaben. Auch bei unseren Untersuchungen
zeigten sich die signifikantesten Unterschiede zwischen dem FAB-Typ M3 und den anderen AML-Subtypen in der
relative G-CSF-R–Dichte auf den Blasten. Der durchschnittlich höchste Anteil G-CSF-R exprimierender Zellen
wurde im FAB-Typ M2 beobachtet, wo auch die meisten Fälle als G-CSF-R positiv gewertet werden konnten.
Damit zeigt sich deutlich, dass reifere Differenzierungsstufen der granulozytären Zelllinie den G-CSF-R häufiger
und in höherer Expressionsdichte exprimierten, während der G-CSF-R auf monozytären Zellen kaum exprimiert
wird.
Variable Expression von L-Selektin
Bisher wurde in noch keiner Arbeit untersucht, ob die Expression des L-Selektins innerhalb der Subtypen der
AML Unterschiede aufweist. Wir konnten zeigen, dass die höchste Expression von L-Selektin innerhalb der
Gruppe M4 und M2 zu beobachten war (44% bzw. 38% positive Fälle), die niedrigste Expression in M3, in der nur
einer von vier untersuchten Fällen für L-Selektin positiv war. Eine Zuordnung zu Reifegrad und
Linienzugehörigkeit konnte allerdings nicht gefunden werden.
Integrine werden häufig auf monozytären Leukämien exprimiert
In nur einer Arbeit von Vila L (1995) wurde die Expression von VLA-2 innerhalb der verschiedenen Subtypen der
AML untersucht. Vila L et al (1995) stellten dabei die häufigste Expression innerhalb des FAB-Typs M5 fest. Bei
insgesamt drei untersuchten Promyelozytenleukämien konnten sie keinen VLA-2-positiven Fall finden. In unserer
Arbeit wurde im Vergleich zu den Ergebnissen von Vila L (1995) generell eine höherer Anteil VLA-2
exprimierender Blasten festgestellt. Dies kann auf unterschiedliche Analysemethoden (Antikörper verschiedener
Zellklone, direkt/indirekt Fluorochrom-markierte Antikörper) zurückgeführt werden. In dieser Arbeit waren die
meisten Zellen positiv bei den reifen monozytären Leukämien (M5) und der geringste Anteil positiver Zellen
konnte  innerhalb der reifen granulozytären Leukämien (M3) festgestellt werden.
Das ß2-Integrin LFA-1 wurde in dieser Arbeit auf den meisten AML-Blasten hoch exprimiert, lediglich innerhalb
der Gruppe mit FAB-Typ M3 war der Anteil LFA-1 exprimierender Blasten geringer, wie es auch schon Brouwer
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RE et al (2000) feststellen konnten. Mac-1 wird dagegen bevorzugt nach den Arbeiten von Soligo D (1990) und
Reuss-Borst MA (1995) auf monozytären Leukämien exprimiert. Dies wurde auch in der hier vorgelegten Arbeit
beobachtet: Während Mac-1 in der Gruppe M1 und M2 noch mäßig häufig exprimiert wurde, war er innerhalb der
Promyelozytenleukämie (M3) in keiner der sechs untersuchten KM-Proben positiv. Die von uns untersuchten
Integrine wurden damit bevorzugt innerhalb der Gruppe der monozytären Leukämien exprimiert und zeigten die
niedrigste Expression innerhalb der Promyelozytenleukämie, wobei Mac-1 dort mit Abstand am niedrigsten
exprimiert wurde.
Stark differierende Ergebnisse bei der ICAM-1 Expression
Die ICAM-1-Expression wurde sowohl in der Arbeit von Hirano N et al (1996) als auch in der Arbeit von Maeda A
et al (1998) untersucht. Insgesamt waren die Ergebnisse von Hirano N (1996), der FITC-markierte mAK
verwendete deutlich niedriger als die von Maeda A (1998), dessen Untersuchungen mit PE-markierten mAK
durchgeführt worden waren. Aber auch im internen Vergleich variierten die Ergebnisse erheblich: So waren z.B.
in der Arbeit von Maeda A (1998) alle monozytären Leukämien ICAM-1 positiv, während in der Arbeit von Hirano
N nur 30% der M4 und keine der neun untersuchten M5-Leukämien positiv waren. Beide konnten jedoch einen
relativ hohen Anteil ICAM-1-exprimierender Blasten innerhalb der M2 feststellen. In der hier vorgelegten Arbeit
zeigten sich insgesamt keine gravierenden Unterschiede innerhalb der verschiedenen FAB-Typen (zw. 50-67%
der Fälle positiv), wobei gerade in der M2 die niedrigste Expression beobachtet wurde und nicht alle, sondern nur
65% der monozytären Leukämien ICAM-1 positiv waren. Da die Expression von ICAM-1 von vielen Zytokinen
induziert werden kann, die Expression auch schon nach 24h-Kultur (ohne Zytokine) deutlich zunimmt (Brouwer
RE, 2000), liegt die Vermutung nahe, dass möglicherweise die gemessenen ICAM-1-Expressionen nur
Momentaufnahmen des jeweiligen KMs darstellen und die Expression abhängig vom Zytokinstatus des KM und
von der Verarbeitungsdauer höchst variabel ist.
Höchster Anteil B7-1 exprimierender Zellen bei der Promyelozytenleukämie, höchster Anteil B7-2
exprimierender Zellen auf monozytären Leukämien
Da B7-1 in den bisher durchgeführten Untersuchungen in fast allen AML-Fällen kaum nachgewiesen werden
konnte, konnten bisher auch keine Aussagen zur Expression innerhalb der einzelnen FAB-Typen getroffen
werden. In dieser Arbeit waren alle der drei untersuchten M3-Fälle B7-1-positiv. Die M1-, M2- und M4-FAB-Typen
waren zwischen 30-40% der Fälle B7-1-positiv und die M5-Leukämie - bei der allerdings nur ein Fall untersucht
worden war, war negativ für B7-1. Das kostimulatorische Molekül B7-2 wurde dagegen bereits in zwei
vorausgegangenen Arbeiten bzgl. seiner Verteilung innerhalb der FAB-Typen untersucht (Hirano N, 1996; Maeda
A, 1998; Brouwer RE, 2000). In allen Arbeiten konnte – wie auch in dieser Arbeit - die häufigste Expression von
B7-2 innerhalb der monozytären Leukämien (72% der Fälle positiv) festgestellt werden und eine verhältnismäßig
geringer Anteil B7-2 positiver Zellen innerhalb der M3 (33%). In unserer Arbeit waren zudem alle sechs
untersuchten M2-Fälle B7-2-positiv, doch dies wurde in anderen Arbeiten mit höheren M2-Fallzahlen nicht
nachgewiesen, so dass möglicherweise aufgrund der geringen Fallzahl in dieser Arbeit das Ergebnis nicht
verallgemeinerbar ist. Da v.a. professionell antigenpräsentierende Zellen, wie Monozyten und dendritische Zellen
B7-2 konstitutiv exprimieren kann die vermehrte Expression von B7-2 innerhalb der monozytären Linie ebenfalls
als konstitutives Merkmal der monozytären Linienzugehörigkeit der Leukämien gesehen werden.
Höchster Anteil NCAM exprimierender Zellen innerhalb der M5
Auch das Adhäsionsmolekül NCAM wird bevorzugt auf reiferen, monozytären Leukämien (v.a. M5) exprimiert
(Seymour JF, 1994; Byrd JC, 1995). Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit überein, bei der 91% der M5-
Leukämien NCAM-positiv waren, während innerhalb der FAB-Typen M1, M2 und M4 nur 20-30% der Fälle und
des FAB-Typs M3 kein einziger Fall NCAM-positiv war.
Hohe UPA-R Expression bei monozytären Leukämien
Auch der UPA-R bevorzugt die monozytären AML-Subtypen. 66% der monozytären Leukämien und nur 21 % der
übrigen Leukämien M0-M3 waren positiv für den UPA-R. Lanza F (1998) konnte in seinen Untersuchungen
ebenfalls eine bevorzugte Expression des UPA-R auf monozytären Leukämien feststellen.
Variable Expression von PRR-1 und PRR-2
Die erstmalig bei der AML untersuchte Expression von PRR-1 und PRR-2 war heterogen innerhalb der FAB-
Typen, wobei beide die meiste Anzahl positiver Fälle bei der M3 aufwiesen und PRR-2 zusätzlich auch in 87%
74
der untersuchten M4-Fälle exprimiert worden war. Eine eindeutige linienspezifische- oder reifegradabhängige
Expression ließ sich allerdings nicht feststellen.
Die monozytäre Leukämie –aggressiver Subtyp mit hoher Adhäsionsmolekül-Expression
Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeigten, dass sich die monozytäre Leukämien im Gegensatz zu den
übrigen Subtypen der AML durch eine hohe Expression von Adhäsionsmolekülen an ihrer Oberfläche
auszeichneten. Klinisch zeigen monozytäre Leukämien eine erhöhte Inzidenz extramedullärer Manifestationen,
hohe initiale Blastenzahlen und insgesamt einen eher ungünstigen klinischen Verlauf. Dies mag an der höheren
Expression von Adhäsionsmolekülen liegen, die die monozytären Leukämien zu einem aggressiveren Subtyp als
die übrigen machen, da sie via Adhäsionsmolekülen häufiger in den Kontakt mit Endothel und Stroma treten
(Brouwer RE, 2001).
Sekundäre Leukämien weisen einen signifkant höheren Anteil Mac-1-positiver Zellen auf.
In dieser Arbeit wurde auch die Expression von Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmolekülen bei primärer und
sekundärer AML untersucht. Sekundäre Leukämien umfassen zum einen die Gruppe der Zweitneoplasien, bei
denen die Patienten schon einmal eine Chemo- und/oder Radiotherapie erhalten haben und zum anderen die
Gruppe der AML-Patienten, denen ein MDS vorrausgegangen ist. Ein gehäuftes Auftreten typischer
chromosomaler Aberrationen (z.B. del 5/ del 7) konnte diesem Subtyp der AML schon zugeordnet werden. Ziel
dieser Arbeit war es daher festzustellen, ob sich auch spezifische Unterschiede zwischen den beiden Gruppen im
Immunphänotyp nachweisen lassen. In der Expression von Zytokinrezeptoren bei primärer und sekundärer AML
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Bei den Adhäsionsmolekülen konnte lediglich eine signifikant
(p=0.034, Qui2-Test) höhere Expression von Mac-1 bei der sekundären AML, als bei der primären AML
festgestellt werden. Auch in der Arbeit von Rosenfeld C et al (2001) wurde eine höhere Expression von Mac-1 bei
Leukämien, die aus einem MDS hervorgegangen sind, beobachtet. Betrachtet man jedoch die
Zusammensetzung der Patientenkollektive in den beiden Gruppen, so fiel auf, dass in der sAML-Gruppe deutlich
mehr monozytäre Leukämien (50%) als in der pAML-Gruppe (36%) vertreten waren. In dieser und in anderen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Mac-1 v.a. auf monozytären Leukämien exprimiert wird. So lässt sich die
höhere Expression von Mac-1 bei der sAML eher auf den höheren Anteil monozytärer Leukämien zurückführen,
als dass eine hohe Mac-1 Expression ein spezifisches Merkmal für sekundäre Leukämien darstellen könnte.
Zusammenfassend lassen sich also keine spezifischen Unterschiede in der Expression der von uns untersuchten
Oberflächenmolekülen zwischen primärer und sekundärer AML herausarbeiten.
5.3. Prognostische Bedeutung
5.3.1. Niedrige Remissionswahrscheinlichkeit bei VLA-2-, UPA-R- und NCAM-
positiven AML-Fällen
Weiteres Ziel unserer Arbeit war es, anhand der immunphänotypischen Eigenschaften der Blasten
Prognosekriterien für das Erreichen einer Remission herauszuarbeiten. Von allen untersuchten Markern
korrelierte lediglich die Expression von VLA-2, UPA-R und NCAM signifikant mit einer verminderten
Remissionswahrscheinlichkeit.
Alle fünf KM-Proben (100%) von Patienten, die nach Doppelinduktion mit TAD/TAD oder TAD/HAM keine
Remission erreichten, waren VLA-2-positiv, während nur 56% der Patienten, die auf die Therapie ansprachen,
VLA-2-positiv waren. Der Unterschied war mit einem p-Wert von 0.049 (Chi2-Test) gerade signifikant. Aus dem
Vergleich anderer Parameter (Alter; FAB-Zusammensetzung), die das Erreichen einer Remisssion beeinflussen
könnten, ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede. Bei den Therapieansprechern befanden sich 60% der
Patienten mit prognostisch intermediären Karyotypen und jeweils 20% mit prognostisch günstigen und
ungünstigen Karyotypen. Bei den Therapieversagern überwog der intermediäre Karyotyp mit 80% und eine KM-
Probe (20%) wies sogar einen prognostisch günstigen Karyotyp auf. Eine Prognoseabschätzung anhand
zytogenetischer Risikogruppen hätte damit schlechter mit dem klinischen Verlauf der Patienten korreliert, als die
Expression von VLA-2. So handelt es sich bei der VLA-2-Expression um einen vom Karyotypen unabhängigen
Prognosefaktor für das Erreichen einer Remission. Bisher wurden in der Literatur keine Arbeiten über die
prognostische Bedeutung der VLA-2 Expression bei der AML veröffentlicht.
Weiterhin korrelierte auch die Expression des UPA-Rs mit der Remissionsrate, wobei 47% der UPA-R-positiven
Patienten keine Remission erreichten, während nur 22% der UPA-R-negativen Patienten keine Remission
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erreichten (p=0.03, Chi2-Test). Die Expression des UPA-Rs korrelierte zudem signifikant mit einer höheren
Frühtodeswahrscheinlichkeit - unabhängig von der verabreichten Therapie (Ergebnisse nicht dargestellt). Lijnen
HR et al (1996) konnten zeigen, dass der UPA-R Gerinnungsfaktoren binden und damit auch „verbrauchen“
kann. Durch eine erhöhte Expression des UPA-R auf den Blasten kann dadurch die bei Diagnosestellung der
AML ohnehin erhöhte Blutungsneigung verstärkt werden und Blutungskomplikationen können die erhöhte
Frühtodeswahrscheinlichkeit bzw. die verminderte Remissionsrate erklären. Bei der AML wurde die
prognostische Relevanz des UPA-Rs bisher nicht untersucht, es wurde lediglich das gehäufte Auftreten von
extramedullären Manifestationen beobachtet (Lanza F, 1998).
Die NCAM-Expression korrellierte am signifikantesten mit einer schlechten Remissionsrate (p=0.028, Chi2-Test).
Vergleicht man die prognostische Relevanz eines günstigen Karyotyps (p= 0.07, Chi2-Test) bzw. die eines
prognostisch ungünstigen Karyotyps (p=4.6, Chi2-Test) in den untersuchten Patientenkollektiven, so korreliert die
NCAM-Expression (postiver oder negativer Fall) deutlicher mit dem Therapieansprechen, als die Einteilung in
prognostische ungünstige Karyotypen. Baer MR et al (1997) konnten keine Korrelation zwischen NCAM-
Korrelation und Remissionsrate feststellen. Allerdings untersuchte er nur die klinische Relevanz der NCAM –
Expression bei der prognostisch günstigen AML-ETO. Scott AA et al (1994) konnten dagegen einen NCAM-
positiven AML-Subtyp herausarbeiten, der schlechter auf Therapie ansprach.
L-Selektin, PRR-1 und Mac-1 korrelierten mit zytogenetischen Risikogruppen, aber nicht mit der
Remissionsrate.
Obwohl aus dem Vergleich mit den zytogenetischen Risikogruppen hervorging, dass eine hohe Expression von
L-Selektin, PRR-1 und eine niedrige Expression von Mac-1 mit der Zugehörigkeit zur zytogenetisch günstigen
Prognosegruppe korrelierte, waren die entsprechend erwarteten Unterschiede im Therapieansprechen bei diesen
Markern nicht signifikant. Die Patientengruppe, deren KM-Proben auf die Expression von L-Selektin untersucht
wurden, setzte sich aus fünf Patienten, die nicht auf die Therapie ansprachen, und 16 Patienten, die auf die
Therapie ansprachen, zusammen. In der Gruppe der fünf Therapieversager befanden sich überwiegend
Patienten mit prognostisch intermediärem Karyptyp und ein Patient wies sogar einen prognostisch günstigen
Karyotyp auf. Kein Patient war mit einem prognostisch schlechten Karyotyp darunter. Umgekehrt präsentierten
die Therapieansprecher genauso viele prognostisch günstige wie ungünstige Karyotypen (jeweils 18%) auf.
Damit korrelierte auch die Zuordnung der Patienten zu zytogenetischen Risikogruppen nicht mit der
Remissionsrate. Ähnlich verhielt es sich bei der Expression des Adhäsionsmoleküls PRR-1, bei dem in der
Respondergruppe deutlich weniger Fälle positiv waren, als bei den Therapieversagern, obwohl im Vergleich mit
dem zytogenetischen Risikogruppen deutlich mehr PRR-1-positive Fälle der günstigen Prognosegruppe
zugeordnet werden konnten. Die auf PRR-1 hin untersuchten Therapieversager setzten sich aus 40%
prognostisch ungünstigen, 10% günstigen und 50% intermediären Patienten zusammen, während die Gruppe der
Therapieansprecher 20% prognostisch ungünstige, 28% günstige und 52% intermediäre Karyotypen aufwies.
Obwohl in vielen Studien die Expression des Mac-1 mit einem unerfreulichen klinischen Verlauf korrelierte (Tien
HF, 1995; Bradstock K, 1994; Paietta E, 1998), konnte dies in unserer Arbeit nicht bestätigt werden. Auch andere
Arbeiten konnten keine Korrelation mit dem klinischen Verlauf feststellen (Tucker J, 1990; Callea V, 1991). In der
hier vorgelegten Arbeit erreichten von insgesamt 18 Mac-1-positiven Patienten immerhin 13 Patienten eine
Remission und nur bei fünf Mac-1-positiven Patienten persistierte die Erkrankung. Aus dem Vergleich der
Remissionsrate der Mac-1-positiven Patienten (63%) mit der der Mac-1-negativen Patienten (61%) ergaben sich
keine Unterschiede. Das verwundert umso mehr, da in der Mac-1 negativen Gruppe der Anteil prognostisch
günstiger Karyotypen bei 58%, in der Mac-1 positiven Gruppe bei 8% lag. Daher korrelierte in dem von uns auf
Mac-1 untersuchten Patientenkollektiv die Remissionsrate ebensowenig mit der Prognoseeinschätzung anhand
des Karyotyps wie mit der Mac-1 Expression. Betrachtet man nur den Verlauf der Patienten mit prognostisch
intermediärem Karyotyp, so zeigten sich bzgl. der Expression des Mac-1 und dem klinischen Verlauf ebenfalls
keine signifkanten Unterschiede. Es wird daher deutlich, dass Mac-1, CD62L und PRR-1 nicht als Karyotyp
unabhängige Prognosemarker verwendet werden können bzw. die Bestimmung dieser Marker keine Vorteile
gegenüber der Prognoseabschätzung anhand zytogenetischer Karyotypen aufweist.
Da die Einteilung in zytogenetische Karyotypen derzeit zu den evaluiertesten Prognosekriterien gehört, stellt sich
in diesem Zusammenhang die Frage, warum die Remissionswahrscheinlichkeit in unserem Patientenkollektiv
nicht mit den zytogenetischen Prognosekriterien korreliert. Zunächst war die Fallzahl in den beiden Gruppen
relativ gering (43 Therapieansprecher vs. 18 Therapieversager), so dass die Patientenzusammensetzung in
diesem Patientenkollektiv möglicherweise nicht repräsentativ ist. Weiterhin ist die Prognoseabschätzung immer
im Zusammenhang mit der verwendeten Therapieform zu sehen, z.B. hat die Promyelozytenleukämie erst nach
Einführung der ATRA-Therapie eine derart gute Prognose. In das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv
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gingen lediglich Patienten ein, die nach dem AML-CG-Protokoll mit Doppelinduktionstherapie behandelt worden
sind. Für diese Therapieform wurde die Gültigkeit der zytogenetischen Prognosekriterien noch nicht erhärtet. Wir
stellten fest, dass unter der AML-CG-Therapie die Remissionsrate höher als innerhalb des gesamten, nach
standardisierten Protokollen behandelten Patientenkollektivs war. Es fiel auch auf, dass die prognostisch
günstigen Karyotypen höher als erwartet (91% Remissionsrate) mit der tatsächlichen Remissionsrate
übereinstimmen und die prognostisch ungünstigen Karyotypanomalien ebenfalls einen etwas günstigeren Verlauf
aufwiesen. Immerhin 57% sprachen auf die Doppelinduktionstherapie an und nur in 43% der prognostisch
ungünstigen Karyotypanomalien persistierte die AML. Dies weist darauf hin, dass die Doppelinduktionstherapie
nach dem AML-CG-Protokoll die Remissionsrate günstig beeinflusst und so Patienten mit prognostisch
schlechtem Karyotyp eine höhere Remissionswahrscheinlichkeit haben. Die relativ geringe Fallzahl, als auch die
in Bezug auf die Remissionswahrscheinlichkeit günstigere Doppelinduktionstherapie können daher die schwache
Korrelation der zytogenetischen Risikogruppen mit der Remissionsrate erklären.
5.3.2. Progressfreie Überlebenswahrscheinlichkeit
5.3.2.1. Hohe Expression von FL-R und SCF-R korreliert mit kurzem progressfreien
Überleben
Cut-off-Werte bezüglich des Anteils positiver Zellen für das jeweilige Oberflächenmolekül wurden ermittelt, um
festzustellen, ob es eine signifikante und damit prognostisch relevante Trennung zwischen der Dauer der
progressfreien Überlebenszeit und dem Anteil positiver Zellen gibt. Dabei wurden auch Cut-off-Werte zugelassen,
die unterhalb eines Anteils von 20% Antigen-positiven Blasten fielen, da diese per definitionem festgelegte
Grenze für Positivität nicht unbedingt mit der biologischen Wirksamkeit der Zytokinrezeptoren und
Adhäsionsmoleküle zusammenhängen muss. Da sich die durchschnittliche Beobachtungszeit nur auf im Mittel
8.5 Monate belief, war bei einigen Markern eine signifkante Trennung noch nicht möglich, auch wenn der
Unterschied deutlich war.
Patienten, bei denen eine FL-R-Tandemduplikation nachgewiesen wurde, bei der ligandunabhängig
Tyrosinkinasen phosphoryliert werden, zeigen eine deutlich kürzere progressfreien Überlebenszeit (Kottaridis PD,
2001; Kiyoi H, 1999). Ob jedoch eine erhöhte FL-R Expression, die ebenfalls zu einer erhöhten Phosphorylierung
von Tyrosinkinasen führen kann, auch mit einer verkürzten, progressfreien Überlebenszeit einhergeht, wurde
bisher nicht untersucht. In der hier vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass Patienten, die bei
Diagnosestellung mehr als 85,5% FL-R-positive Blasten aufwiesen, ein signifikant (p=0.001) kürzeres
progressfreies Überleben aufwiesen. Da nur zwei (5%) von insgesamt 40 Patienten einen so hohen Anteil FL-R
positiver Blasten präsentierten und diese Patienten auch deutlich älter als die übrigen Patienten waren, bedarf es
weiterer prospektiver Untersuchungen, um die prognostische Signifikanz einer hohen FL-R Expression weiter zu
objektivieren.
Widersprüchliche Angaben werden in der Literatur zur prognostischen Relevanz der SCF-R-Expression bei der
AML gefunden (schlechte Prognose: Ashman LK, 1988; kein Einfluss auf Prognose: Lauria F, 1995; Reuss-Borst
MA, 1994; Schwartz S, 1999; gute Prognose zusammen mit anderen myeloiden Markern: Legrand O, 2000). In
diesen Arbeiten wurde lediglich das Kriterium der „Positivität“ ( > 20% positive Blasten im Auswertefenster) mit
dem klinischen Verlauf der AML korreliert. Ob aber die Häufigkeit der SCF-R-positiven Zellen einen Einfluss auf
das progressfreie Überleben hat, wurde bisher nicht untersucht. Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dass
Patienten, die mehr als 45,5% SCF-R positive Blasten aufwiesen, ein signifikant (p=0.02) kürzeres progressfreies
Überleben hatten. In den beiden Gruppen war der Anteil günstiger bzw. ungünstiger Karyotypen vergleichbar und
Patienten mit prognostisch intermediären Karyotypen überwogen. Da die SCF-R–Expression auch keine
Korrelation mit den zytogenetischen Risikogruppen zeigte, läßt sich die Häufigkeit der SCF-R positiven Zellen als
ein vom Karyotyp unabhängiges Prognosekriterium für progressfreies Überleben interpretieren. Scheinbar
widersprüchlich steht hierzu die geringe SCF-R-Expression innerhalb der AML-M5, die den unerfreulichsten
klinischen Verlauf aufwies. Doch leider erreichten nur zwei von den sechs untersuchten M5-Fällen eine
Remission und diese konnten wegen differierender Therapieprotokolle oder unvollständiger klinischer Angaben
nicht in die Cut-off-Analysen miteingehen. Daher ist ein Anteil SCF-R exprimierender Zellen von mehr als 45,5%
bei Diagnosestellung lediglich innerhalb der AML-Subtypen M0-M4 als prognostisch signifkant für den Progress
der Erkrankung nach Erreichen einer Remission zu werten.
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Auch bei den übrigen Zytokinrezeptoren konnten Cut-off-Werte, die eine Trennung in Gruppen mit einer kürzeren
und längeren progressfreien Überlebenszeit zuließen, ermittelt werden. Die Unterschiede waren aber aufgrund
der relativ kurzen Beobachtungszeit oder der zum Teil kleinen Fallzahlen jedoch (noch) nicht signifikant. Der
Unterschied zwischen den Gruppen, die > und = 33% GM-CSF-R – positive Blasten aufwiesen, war mit einem p-
Wert von 0.06 jedoch fast signifikant. Dabei hatten Patienten, deren Anteil GM-CSF-R exprimierender Blasten >
33% war eine höhere Wahrscheinlichkeit für progressfreie Überlebensdauer als Patienten, die = 33% GM-CSF-
R-positive Blasten aufwiesen. Dies verwundert, da eine hohe GM-CSF-R –Expression – wenn auch (gerade)
nicht signifkant - mit zytogenetisch ungünstigen Karyotyp und auch mit einem schlechteren Remissionsrate
korrelierte. Auch der FAB-Typ M5, der innerhalb der FAB-Typen die schlechteste Prognose aufweist, zeigte den
höchsten Anteil GM-CSF-R-positiver Blasten. Die theoretische Erklärung für diese Zusammenhänge, nämlich
dass gerade die GM-CSF-R positiven Blasten bei autokriner GM-CSF-Stimulation proliferieren, scheint ebenfalls
plausibel zu sein. Es gilt allerdings zu beachten, dass in dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv auf
GM-CSF-R hin untersuchten Patientenkollektiv kein Patient mit einem FAB-Typ M5 eingeschlossen war. Es ist
daher durchaus möglich, dass sich der Zusammenhang zwischen GM-CSF-R positiven Blasten und der
progressfreien Überlebenszeit bei einem Patientenkollektiv, das auch Patienten des FAB-Typs M5 beinhaltet,
verschiebt bzw. sogar umkehrt.
Patienten, die mehr als 52% G-CSF-R positive Blasten aufwiesen, zeigten ebenfalls eine etwas höhere
Wahrscheinlichkeit für eine längere progressfreie Überlebenszeit als diejenigen Patienten, die weniger als 52%
G-CSF-R positive Blasten aufwiesen. Weil insgesamt nur bei 18 Patienten, die eine Remission erreichten, die G-
CSF-R Expression untersucht wurde, ist das Ergebnis nicht signifikant. Da ein hoher Anteil G-CSF-R positiver
Blasten signifikant mit der zytogenetisch günstigen Prognosegruppe und fast signifkant mit dem
Therapieansprechen korrelierte, liegt die Vermutung nahe, dass bei längerer Beobachtungsdauer und höherer
Fallzahl ein hoher Anteil G-CSF-R-exprimierender Blasten auch mit einer günstigen Prognose für progressfreies
Überleben korreliert. Die geringste Trennung bezüglich einer höheren oder geringeren Wahrscheinlichkeit für
progressfreies Überleben ließ die Menge IL-3-R-exprimierender Blasten zu. Da der IL-3-R auch bei den übrigen
Vergleichen weder eine Korrelation zu den porgnostischen Risikogruppen noch zu den Therapieansprechraten
hatte, scheint es eher unwahrscheinlich, dass auch bei höherer Fallzahl signifikante Trennungen festgestellt
werden könnten.
Da insgesamt die Fallzahl sowohl bei den Cut-off-Analysen klein waren, müssen weitere prospektive
Verlaufsbeobachtungen mit größeren Fallzahlen durchgeführt werden, um die prognostische Signifikanz dieser
Ergebnisse zu bestätigen oder weiter aufzuzeigen.
5.3.2.2. Hohe Expression kostimulatorischer Moleküle korreliert mit kurzem progressfreien
Überleben.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression der kostimulatorischen Moleküle ICAM-1, B7-1, B7-2
und NCAM Einfluss auf die progressfreie Überlebenszeit hat. Obwohl die Expression dieser Moleküle eigentlich
die zelluläre Immunantwort gegen AML-Zellen begünstigen müsste, hat sie offensichtlich auf den klinischen
Verlauf der Patienten negative Auswirkungen. Maeda A et al (1998) konnten bereits für B7-2 zeigen, dass dessen
Expression mit einer signifikant kürzeren Remissionsdauer und einem signifikant kürzeren Überleben bei der
AML einherging. Da B7-1 in den bisher publizierten Arbeiten nicht nachgewiesen werden konnte, wurde ein
Zusammenhang mit dem klinischen Verlauf bislang auch nicht untersucht. Die vorgelegte Arbeit zeigt, dass eine
B7-1 Expression auf mehr als 15% der Blasten und eine B7-2 Expression auf mehr als 65% der Blasten mit einer
signifikant kürzeren progressfreien Überlebenszeit einhergeht. Da B7-2 konstitutiv auf professionellen APZ, B7-1
dagegen nur nach Aktivierung exprimiert wird, verwundert es nicht, dass schon eine niedrigere Konzentration von
B7-1 Einfluss auf den klinischen Verlauf hat. Aus dem Vergleich der anderen, den klinischen Verlauf
beeinflussenden Daten, zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede in der Altersstruktur (der Altersmedian lag
in allen Gruppen unter 60 Jahren) und in der Anzahl der immunzytologisch bestimmten Blasten des KM. Von den
zwei Patienten, die eine B7-2 Expression auf >65% der Blasten aufwiesen, rezidivierte ein Patient bereits nach
8,5 Monaten. Beide Patienten wiesen einen prognostisch intermediären Karyotyp auf, so dass das frühe  Rezidiv
des einen Patienten eigentlich nicht zu erwarten gewesen wäre. Bei den drei rezidivierten Patienten mit mehr als
>15% B7-1 positiven Blasten wiesen zwei Patienten bereits einen prognostisch schlechten Karyotyp, ein Patient
einen prognostisch intermediären Karyotyp auf. Außerdem konnte die höchste B7-1 Expression bei der M3
nachgewiesen werdern, die bekanntermaßen den günstigsten klinischen Verlauf aufweiset. Ob die Messung von
B7-1 damit auch karyotypunabhängig eine Aussage über den Verlauf der Patienten zulässt, bleibt daher noch zu
prüfen. Insgesamt ist die in dieser Arbeit untersuchte Fallzahl klein, so dass weitere prospektive Untersuchungen
an größeren Patientenkollektiven durchgeführt werden müssen.
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Auch die hohe Expression der Adhäsionsmoleküle NCAM und ICAM-1, die u.a. den Kontakt zu NK-Zellen und T-
Zellen regulieren, korrelierte mit einer kürzeren progressfreien Überlebenszeit. Während Thomas X et al (1995)
bei der AML keine Korrelation des klinischen Verlaufs mit der ICAM-1-Positivität (>20%) der KM–Proben
feststellen konnten, konnte mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgeführten statistischen Analysen ein prognostisch
relevanter Cut-off-Wert bei 60,5% ICAM-1-exprimierender Blasten ermittelt werden. Zwei von vier Patienten, bei
denen >60,5% der Blasten ICAM-1 exprimierten, rezidivierten bereits nach durchschnittlich 5,5 Monaten. Doch
bei diesen beiden Patienten konnte auch ein prognostisch schlechter Karyotyp nachgewiesen werden, so dass
das frühe Rezidiv nicht verwundert und durch ICAM-1 zunächst keine zusätzliche prognostische Aussage
getroffen werden konnte. Ausserdem waren die >60% ICAM-1 exprimierenden Patienten deutlich älter (66 vs
57Jahre), was bei der Beurteilung dieser Daten berücksichtigt werden muss.
NCAM ist der einzige der in dieser Arbeit untersuchten Marker, dessen Expression sowohl mit dem
Therapieansprechen, als auch mit der progressfreien Überlebenszeit korrelierte. Über die prognostische
Relevanz der NCAM-Expression finden sich widersprüchliche Angaben in der Literatur. Einige Autoren stellten
einen Zusammenhang mit dem gehäuften Auftreten von extramedullären Manifestationen und einer insgesamt
schlechteren Prognose fest (Byrd JC, 1995; Iizuka Y, 1993; Baer MR, 1997), andere konnten keinen klinisch
relevanten Zusammenhang mit der NCAM-Expression beobachten (Thomas X, 1995; Seymour JF, 1994). Bisher
wurde aber nicht untersucht, ob die Menge NCAM-positiver Zellen in AML-KM-Proben Einfluss auf die
progressfreie Überlebenszeit hat. In dieser Arbeit konnte der größte Unterschied in der Dauer der progressfreien
Überlebenszeit und der Rezidivhäufigkeit schon bei einem Anteil von 8% NCAM-exprimierender Blasten im
Auswertefenster festgestellt werden. Eine Expressionshäufigkeit von 8% stellt allerdings einen Wert dar, der
entsprechend der EGIL-Empfehlungen noch als negativ gewertet werden würde, doch offensichtlich hat schon
ein geringer Anteil NCAM exprimierender Zellen im Auswertefenster Einfluss auf den klinischen Verlauf der
Patienten. Da sich anhand der Dot-Blot-Bilder die NCAM-positiven Zellen innerhalb der Blastenpopulation
verteilten, ließ sich dieser geringe Anteil NCAM-positiver Zellen nicht nur der Lymphozyten- bzw. der NK-Zell-
Population zuordnen. Der Altersmedian lag in beiden Gruppen (< und > 8% NCAM) unter 60 Jahren, die
Blastenzahlen waren ebenfalls vergleichbar. Auch die Verteilung der Mitglieder der verschiedenen
zytogenetischen Risikogruppen war weitestgehend vergleichbar, so dass man anhand der Bestimmung des
Karyotyps allein nicht auf die geringere progressfreie Überlebenswahrscheinlichkeit von Patienten, deren Anteil
NCAM-exprimierender Blasten >8% im Auswertefenster war, hätte schließen können.
Obwohl der UPA-R bei soliden Tumoren mit einer kurzen progressfreien Überlebensdauer korrelierte (Schmitt M,
1997), konnten wir bei der AML diese Relation nicht feststellen. Im Gegenteil hierzu zeigte es sich – wenn auch
nur fast signifkant – dass Patienten, bei denen sich >26% UPA-R-positive Zellen messen ließen, eine höhere
Wahrscheinlichkeit für progressfreies Überleben hatten. Da auch der UPA-R v.a. innerhalb des FAB-Typs M5
exprimiert wird, müssen die Ergebnisse sicherlich mit Rücksicht darauf beurteilt werden, dass sich nur ein Patient
des FAB-Typs M5 im untersuchten Patientenkollektiv befand. Zudem zeigte sich in der Gruppe, die den
günstigeren Verlauf und >26,5% UPA-R-positiver Blasten aufwiesen, deutlich weniger ungünstige
Karyotypanomalien als in der Vergleichsgruppe. Der Altersmedian (beide < 60 Jahre) war in beiden Gruppen
vergleichbar.
Zusammenfassend konnte v.a. das Adhäsionsmolekül NCAM als ein karyotypunabhängiger Prognosemarker für
kurzes, progressfreies Überleben gefunden werden. Bei den anderen kostimulatorischen Molekülen zeigte sich,
dass eine hohe Expression mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit für die Dauer des progressfreien Überlebens
einhergeht. Doch meist waren die Fallzahlen in diesen Gruppen sehr klein oder anhand anderer prognostisch
relevanter Parameter (Alter, Karyotyp) konnte der ungünstigere klinische Verlauf der Patienten bereits erwartet
werden, so dass sich durch die Bestimmung dieser Marker keine zusätzliche Aussage über die Prognose des
einzelnen Patienten treffen ließ. So sollten auch bei den Adhäsionsmolekülen weitere prospektive, klinische
Studien mit höherer Fallzahl durchgeführt werden, um die prognostische Relevanz dieser Ergebnisse nochmals
zu evaluieren.
5.3.2.3. Trotz Korrelation von Mac-1, L-Selektin und PRR-1 mit den zytogenetischen
Risikogruppen besteht kein Einfluss auf die Dauer des progressfreien Überlebens.
Obwohl die Expression von L-Selektin, Mac-1 und PRR-1 signifikant mit den zytogenetischen Risikogruppen
korrelierte, konnten bezüglich ihrer Expression keine signifikanten Unterschiede im progressfreien Überleben
festgestellt werden. Es zeigte sich beim L-Selektin zwar, dass eine niedrigere Expression (<30%) tendentiell mit
einer schlechteren Prognose einhergeht, allerdings waren die Ergebnisse –wahrscheinlich wegen kleiner
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Fallzahlen - nicht signifikant (p=0.43, Log-Rank-Test). Weiterhin fiel auf, dass nur einer von sechs Patienten
(16%) mit > 30% Selektin-exprimierender Blasten verstorben ist, während sieben von 15 Patienten (43%) mit =
30% positiven Blasten nach 3,5 Monaten verstorben sind. Extermann M et al. (1998) berichteten, dass erhöhte
Serumspiegel von L-Selektin bei AML mit einer kürzeren Remissionsdauer und einem kürzeren
Gesamtüberleben einhergingen. Um die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen von Extermann M et al. zu
vergleichen, wäre es daher interessant, herauszufinden, ob AML-Blasten, die eine niedrige L-Selektin-Expression
aufwiesen, bereits verstärkt L-Selektin abgespalten (Shedding) haben und man dadurch die schlechte Prognose
bei erhöhten Serumspiegel von löslichen L-Selektin sowie bei niedriger L-Selektin-Expression erklären könnte.
Aus dem Vergleich der in unserer Arbeit auf Mac-1 Expression untersuchten 45 AML-Fälle rezidivierten in der
Mac-1+ Gruppe 25% der Patienten nach durchschnittlich 4,7 Monaten, 43% der  Mac-1– Patienten nach
durchschnittich 6,5 Monaten. Die Todesrate lag in beiden Gruppen bei 42%, wobei Mac-1+ Patienten deutlich
früher verstarben (44d vs 88d). Anhand der Cut-off Analysen wurde zudem untersucht, ob die Menge der Mac-1
exprimierenden Blasten in der Blastenpopulation Einfluss auf die progressfreie Überlebenszeit habe und auch
hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Der Einfluss der Expression des Mac-1 (CD11b) auf Blasten
wurden bereits von mehreren Arbeiten untersucht und die Ergebnisse sind widersprüchlich. In multizentrischen
Studien mit großen Fallzahlen (Bradstock K, 1994, n=168; Paietta E, 1998, n= 382) wurde der positiven
Expression von Mac-1 eine ungünstige prognostische Bedeutung in Hinblick auf Remission, progressfreie
Überlebenszeit und Gesamtüberleben zugeordnet, andere Arbeiten zeigte dass v.a. auch bei der klinisch
ungünstiger verlaufenden sekundären AML eine höhere Mac-1 Expression beobachtet werden konnte (Rosenfeld
C, 2001) und umgekehrt die prognostisch günstige PML durchwegs negativ für Mac-1 war (Thien HF, 1995).
Tucker J (1990) , Callea V (1991) zeigten dagegen keine Korrelation mit dem klinischen Verlauf, während
Amirghofran Z, 2001 sogar eine signifkante Korrelation zwischen einer Mac-1 Expression und einem günstigen
klinischen Verlauf (Remissionsrate, Überlebenszeit) aufzeigen konnte. Auch in unserer Arbeit beobachteten wir
eine signifikante Korrelation der Mac-1-Expression mit den zytogenetischen Risikogruppen, wobei der Mac-1
innerhalb der t(15;17) nicht und nur selten innerhalb der inv(16)-Leukämien exprimiert wurde. Aus dem Vergleich
mit dem tatsächlichen klinischen Verlauf der Patienten zeigten sich aber keine signifkanten Unterschiede bzgl
Remissionsrate oder Todesrate, wobei die Mac-1 positiven Patienten , wenn auch nicht häufiger, aber durchwegs
nach kürzerer Zeit rezidivierten bzw verstarben. Bezüglich der Rezidivrate zeigten sich auch keine direkten
Korrelationen mit den prognostischen Risikogruppen, was zum einen erklärt, warum auch keine wesentlichen
Unterschiede in der Mac-1 Expresssion bestanden, zum anderen aber auch zeigt, dass Mac-1 keinen vom
Karyotyp unabhängigen Prognosefaktor darstellt und demnach gerade in der Gruppe mit zytogenetisch
intermediären Risiko keine signifikante prognostische Aussage getroffen werden kann. Damit lässt sich durch die
Bestimmung von Mac-1 auf AML-Blasten keine zusätzliche Aussage über Prognose und Verlauf der Patienten
treffen, als sie nicht auch durch die mittlerweile routinemäßige Bestimmung des Karyotyps getroffen werden
könnte.
5.3.2.4. SCF und FL erhöhen die Expression kostimulatorischer Moleküle auf AML-Blasten in
vitro – Einfluss auf progressfreie Überlebenszeit in vivo?
Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass die hohe Expression von schon auf Stammzellebene
wirksamen Zytokinrezeptoren (FL-R, SCF-R) und die hohe Expression von kostimulatorischen Molekülen (B7-1,
B7-2, ICAM, NCAM) einen ungünstigen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit für progressfreies Überleben hat. Die
Expression von Adhäsionsmolekülen wird über Zytokine und deren Rezeptoren reguliert. Mit Hilfe von SCF, FL
und GM-CSF können in vitro aus AML-Blasten dendritische Zellen gezüchtet werden. Diese
Zytokinkombinationen bewirken unter anderem eine Hochregulation der kostimulatorischen Moleküle B7-1, B7-2
und ICAM-1 (Bruserud O, 1999). Es liegt nahe, dass die Expression der Rezeptoren für FL und SCF erforderlich
ist, damit FL und SCF überhaupt an den AML-Blasten wirken können. Daher könnte nicht nur die Expression
kostimulatorischer Moleküle sondern auch die Expression derjenigen Zytokinrezeptoren, deren Stimulation die
Expression dieser kostimulatorischen Moleküle erhöht bzw induziert mit einer schlechteren Prognose bezüglich
der progressfreien Überlebenswahrscheinlichkeit einhergehen. Dies kann bei der Konzeption neuer
Therapieansätze eine Rolle spielen.
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5.4. Diagnostische Bedeutung
5.4.1. Die NCAM+ Leukämie - eine eigene Entität mit prognostisch schlechtem
Verlauf
Da die AML eine sehr heterogene Gruppe bzgl. Klinik und Verlauf darstellt, ist das Ziel jeder Klassifikation,
biologische Subtypen herauszuarbeiten, die aufgrund prognostischer oder biologischer Eigenschaften
unterschiedlich therapeutisch beeinflusst werden können bzw. müssen. Die mittlerweile schon in die
Routinediagnostik mitaufgenommenen zytogenetischen Untersuchungen leisten dazu einen wertvollen Beitrag.
Da aber nur 1/3 aller Leukämien chromosomale Veränderungen aufweisen, besteht ein Bedarf an zytogenetisch
unabhängigen Prognosekriterien, die eine therapeutische Entscheidung über Art und Intensität der Therapie
unterstützen können. Von den 18 Markern, die in dieser Arbeit untersucht wurden, korrelierte die Expression des
sogenannten NK-Zell-Markers NCAM als einzige sowohl mit einer schlechten Remissionsrate, als auch mit einem
kurzen progressfreien Überleben. In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass der Nachweis einer NCAM-
Expression auf AML-Zellen gehäuft mit dem Auftreten von extramedullären Manifestationen wie z.B.
Myeloblastom (Iizuka Y, 1992) und Hautmanifestationen (Kuwabara H, 1999) einhergeht. Seymour JF et al
(1994), die immerhin 314 AML-Patienten bzgl. NCAM Expression untersuchten, stellten die höchste NCAM-
Expression innerhalb des FAB-Typs M5 fest, allerdings konnten sie keine Korrelation mit extramedullären
Manifestationen beobachten. Baer MR et al (1997) konnten bei der AML-ETO und Scott AA et al (1994) bei der
M3 einen NCAM-positiven Subtyp herausarbeiten, der schlecht auf die Therapie ansprach und mit einem kurzem
progressfreien Überleben einherging. Unsere Arbeit zeigte, dass bei 93 untersuchten Fällen NCAM auf
durchschnittlich 20% der Blasten exprimiert wird, wobei die höchste Expression bei der M5 und die niedrigste
Expression bei der M3 beobachtet wurde. Die von uns durchgeführten Cut-off-Analysen zeigten, dass die
Expression von NCAM schon auf nur 8% der KM-Zellen innerhalb des Auswertefensters prognostisch
signifikanten Einfluss auf das progressfreie Überleben der Patienten hatte.
Im folgenden soll kurz der Verlauf der hier untersuchten „NCAM + AML“ skizziert werden. Zehn Patienten, die nach
dem AML-CG-Protokoll behandelt worden waren, waren NCAM positiv. Von diesen zehn Patienten erreichten
aber nur vier (40%) eine Remission. Neun Patienten wiesen >8% NCAM-positive Zellen auf und von diesen
Patienten rezidivierten sechs (63%) nach durchschnittlich 6 Monaten. Die NCAM-positive-AML zeigt damit einen
ähnlich schlechten Verlauf wie prognostisch ungünstige Karyotypen. Gestützt durch die Ergebnisse anderer
Arbeiten, empfehlen wir NCAM in die Routinediagnostik als Karyotyp unabhängigen Prognosemarker
mitaufzunehmen, da bei diesen Patienten - unabhängig vom Karyotyp - eine intensivere Therapie angezeigt ist.
5.4.2. Diagnostik der minimalen Residualleukämie
Durch die Doppelinduktionstherapie konnte in den letzten Jahren nicht nur die Remissionsrate, sondern auch die
Dauer der progressfreien Überlebenszeit verbessert werden. Dennoch rezidivieren immer noch 40-60% der AML-
Patienten innerhalb von drei Jahren. Dies wird auf die Anwesenheit residueller Leukämiezellen zurückgeführt, die
mit den üblichen zytomorphologischen Methoden nicht nachgewiesen werden können. Für die
immunzytologische Diagnostik der minimalen Residualleukämie ist es entscheidend, Oberflächenantigene zu
finden, die für den malignen Blastenklon spezifisch sind und auf normalen Progenitorzellen nicht oder nur kaum
nachweisbar sind. Dabei gibt es nur wenig singuläre leukämiespezifische Oberflächenmoleküle, so dass in der
Regel mittels Drei-Farben-Durchflusszytometrie Antigen-Koexpressionen nachgewiesen werden müssen, die
normalerweise nicht auf gesunden hämopoetischen Vorläuferzellen vorkommen. In 25% der Fälle ist die
Messung von Antigenkoexpressionen mangels molekulargenetischer Marker die einzige Nachweismöglichkeit für
ein MRD (Danhauser-Riedl S, 1999). Da in dieser Arbeit keine Antikörperkoexpressionen ausgewertet wurden,
können nur Marker identifiziert werden, die sich als Kombinationspartner mit anderen Antigenen eignen könnten.
Aus unseren Ergebnissen, geht hervor, dass mögliche Kombinationspartner zur Diagnostik der minimalen
Residualleukämie der FL-R, SCF-R, IL-3-R, G-CSF-R, UPA-R, NCAM, B7-1 und B7-2 darstellen könnten. All
diese Marker wurden im gesunden KM nur sehr gering exprimiert, während sie auf AML-Blasten in variabler
Häufigkeit gefunden wurden. Die deutlichsten Unterschiede zeigten sich dabei beim SCF-R und IL-3-R. Jardan
CT et al (2000) stellten fest, dass der IL-3-R nicht auf gesunden hämopoetischen CD34+Stammzellen gefunden
wird, und dass sich der Nachweis von IL-3-R als Marker für Stammzellen des malignen Zellklons eignet. Auch
NCAM eignet sich in Kombination mit CD34/ CD33 zur MRD-Diagnostik (Coustan–Smith E, 1993; Danhauser-
Riedl S, 1999). Da die Expression von Zytokinrezeptoren, als auch von Adhäsionsmolekülen stark reguliert ist,
bleibt es fraglich ob diese Oberflächenantigene auch stabil den Immunphänotyp eines Blastenklons
charakterisieren, oder ob sie nur Ausdruck des momentanen Zytokinmilieus sind, in dem sich die Blasten im KM
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befinden. Daher ist es wichtig festzustellen, wie sich die oben aufgeführten Rezeptoren nach Chemotherapie
oder Zytokintherapie hinsichtlich ihrer Expressionsdichte verändern. Ebenso muss untersucht werden, wie sich
die Expression der Oberflächenmoleküle in gesunden KM-Proben nach der Gabe von Zytokinen oder im Rahmen
regenerativer Prozesse (z.B. nach Anämie) verhält.
5.5.  Therapeutische Relevanz
5.5.1. Therapeutische Beeinflussbarkeit von Zytokinrezeptoren und
Adhäsionsmolekülen
Die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeit und die anderer Untersuchungen zeigten, dass ein hoher Anteil FL-R
exprimierender Blasten und möglicherweise auch die damit verbundenen intrazellulären Phosphorylierungen
eine Rolle bei der Progression der AML zu spielen scheinen. Daher könnte es therapeutisch relevant sein, die
Expression des FL-R auf AML-Blasten zu reduzieren bzw. die Wirkung von FL auf AML-Blasten zu
antagonisieren. Interessant sind hierzu die erst kürzlich publizierten in vitro Untersuchungen von Xu ZX et al
(2001): Sie beobachteten, dass durch die Gabe von Dexamethason die Expression von FL-R auf AML-Blasten
herunterreguliert wurde und konsekutiv die Proliferation der Blasten unter FL-Stimulation abnahm. Auf der Basis
dieser Arbeit wäre ein Studienansatz in vivo mit Dexamethason interessant, der zum einen die FL-R Expression
auf AML-Blasten vor und nach der Gabe von Dexamethason untersucht. Werden diese auch in vivo
herunterreguliert, so könnte ein erfolgversprechender Therapieansatz sein, durch eine Nachbehandlung mit
Dexamethason (zusätzlich zur standardisierten Konsolidierungstherapie) die Dauer des progressfreien
Überlebens zu verlängern. Dieser Ansatz müsste allerdings im Rahmen einer Studie erst untersucht werden.
Eine weitere bisher v.a. für die Regulation des SCF-R (und bcr-abl) interessante therapeutische
Einflussmöglichkeit stellen Medikamente dar, die selektiv Tyrosinkinasen hemmen (2-Phenylpyrimidinderivat
STI571). Diese werden bereits bei der CML, bei gastrointestinalen Stromatumoren, die eine hohe SCF-R
Expression aufweisen, und dem SCF-R positiven kleinzelligen Lungenkarzinom in klinischen Studien (Phase II)
mit Erfolg eingesetzt (Hochhaus A, 2001). (siehe auch Tabelle 5.5.1)
Auch bereits in der (Standard-)Therapie verwendete Medikamente haben Einfluss auf die Expression von
Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmoleküle: Durch ein Überangebot von ATRA in der Zelle wird die Repression
von Differenzierungsantigenen aufgehoben und Promyelozyten können ausreifen. In vitro Untersuchungen
zeigten auch einen Einfluss der ATRA-Therapie auf die Expression von Zytokinrezeptoren und
Adhäsionsmolekülen. DeGentile A et al (1994) zeigten, dass nach Behandlung mit ATRA hoch affine GM-CSF-R
auf den Promyelozyten-Blasten exprimiert werden. DiNoto R et al. (1996) beobachteten, dass ATRA die
Adhäsionsmoleküle CD11b und CD54, beide normalerweise kaum bei der APL exprimiert, hochreguliert. Dieser
Aspekt trägt dazu bei, dass die Hochregulation dieser Moleküle unter ATRA-Therapie auch als Ausdruck der
Reifung und des Heilungsprozesses gesehen werden kann.
5.5.2. Gezieltes Priming
Die Zytokine G-CSF und GM-CSF werden mittlerweile routinemäßig in der Klinik eingesetzt. Dabei unterscheidet
man den Einsatz vor bzw während vom Einsatz nach der Induktionstherapie. Ersteres wird „Priming“ genannt.
Ruhende, nicht proliferierende Blasten sollen in die Chemotherapeutika-sensible S-Phase gebracht werden, um
die Toxizität von in der S-Phase wirksamen Medikamenten wie z.B. AraC auf die AML-Blasten zu steigern.
Allerdings wurde befürchtet, dass auch gesunde, hämopoetische Vorläuferzellen gegen Chemotherapeutika
sensibilisiert und dadurch die für den Patienten gefährliche Aplasiephase bis zur hämatologischen Rekonstitution
verlängert werden könnte. In den bisher durchgeführten klinischen Studien wurde dieses Problem kaum
beobachtet, allerdings konnte sich ein eindeutiger Benefit auf die Remissionsrate und auf das Gesamtüberleben
nicht abzeichnen und in einigen Studien wurde sogar ein negativer Effekt auf das Gesamtüberleben beobachtet
(Übersichtsarbeiten von Rowe JM, 1999; Johnson RE, 1997). Insgesamt sind die Ergebnisse zum Teil sehr
kontrovers und schwer vergleichbar, was auch an dem sehr unterschiedlichen Patientenkollektiven (Alter,
zytogenetische Risikogruppe, Krankheitsstadien) liegen mag. In keiner Studie wurde bisher vor der
Wachstumfaktor-Applikation untersucht, ob und wie häufig die Leukämiezellen überhaupt Rezeptoren für die
jeweiligen Wachstumsfaktoren (G-CSF-R oder GM-CSF-R) exprimierten. Ebensowenig wurde deren
Funktionalität im Vorfeld der Therapie untersucht. In der hier vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass
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Leukämien, die der granulozytären Zellreihe zugeordnet werden, v.a G-CSF-R, während monozytäre Leukämien
v.a GM-CSF-R exprimierten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Rezeptoren v.a. auf denjenigen
Leukämie-Subtypen exprimiert werden, deren maligner Zellklon bis zu einer höheren Differenzierungsstufe
ausgereift war. Gesunde Stammzellen exprimieren G- und GM-CSF-R in der Regel nicht, so dass ein Priming-
Effekt auf diese Zellen relativ unwahrscheinlich ist, womit die bisher nicht beobachtete, verlängerte
hämatologische Rekonstitutionszeit nach Priming erklärt werden könnte. Entsprechend der Rezeptorverteilung
von G- und GM-CSF innerhalb der verschiedenen Subtypen der AML, kann vermutet werden, dass Leukämien,
die v.a. den G-CSF-R exprimieren (v.a. FAB-Typ M2 und M3) ein Priming mit G-CSF, während monozytäre
Leukämien (FAB-Typ M4 und M5) ein Priming mit GM-CSF erhalten sollten (Motoji T, 1991) (siehe Tabelle 5.5.1).
Da GM-CSF in vitro die selektive Aufnahme von AraC in die Blasten fördert (Hiddemann W, 1992; Reuter C,
1994), können diese Patienten nicht nur von einem gezielten Priming, sondern möglicherweise auch von einer
gezielteren Aufnahme des AraC in die Blasten profitieren. Zudem können autokrine Stimulationsmechanismen
durch externe GM-CSF-Applikation unterbrochen werden (Rowe JM, 1999). Nicht unkritisch ist jedoch der
Einfluss von GM-CSF, G-CSF und IL-3 auf die Apoptose der AML-Blasten zu betrachten. Lotem I et al (1989)
berichteten, dass in vitro durch die Zugabe von oben aufgeführten Zytokinen die TGFß1-induzierte Apoptose von
AML-Blasten verhindert wurde. Der Wirkmechanismus vieler in Standardtherapien eingesetzter
Chemotherapeutika, wie z.B. Vincrisitin, Adriamycin, Daunorubizin und AraC beruht auch auf einer
Apoptoseinduktion der AML-Blasten. Dadurch könnte die Wirkung von Chemotherapeutika durch ein Zytokin-
Priming nicht nur verstärkt, sondern z.T. auch antagonisiert werden. Doch auch in diesem Zusammenhang wurde
bisher nicht untersucht, ob diese Effekte mit der Expression der entsprechenden ZKR auf der Oberfläche
zusammenhängen.
In diesem Zusammenhang sei auch der Einsatz von IL-3 zum Priming bei AML-Patienten erwähnt. Der IL-3-R
wird auf den meisten AML-Blasten unabhängig vom FAB-Typ exprimiert, aber nur kaum auf gesunden Stamm-
und Progenitorzellen. Durch ein IL-3-Priming wäre ein gezieltes, v.a. die AML-Blasten stimulierendes Priming
möglich, während die gesunden Progenitorzellen nur wenig gegen die Chemotherapie sensibilisiert werden
würden. Allerdings proliferierten in vitro unter IL-3 nur ca. 65% der AML-Zellen (Budel LM, 1989; Nowak R, 1999).
Zudem exprimieren die meisten AML-Blasten die ß-Kette (CD131) des IL-3-R nicht, so dass von einer vollen
Funktionalität des Rezeptors nicht ausgegangen werden kann (Jordan CT, 2000). In ersten klinischen Studien
wurde IL-3 bereits zum Priming von AML-Blasten eingesetzt (Tafuri A, 1995; Wielenga JJ, 1996). Die Ergebnisse
zeigten zwar zufriedenstellende, aber dennoch im Vergleich zu GM-CSF und G-CSF nicht überzeugende
Ergebnisse für das Erreichen einer Remission, die Remissionsdauer und das Gesamtüberleben.
Auch der Einsatz von FL und SCF als Primingmedikamente muss kritisch diskutiert werden. Dafür spricht, dass
v.a. der SCF-R, aber auch der FL-R – wie in dieser und anderen Arbeiten (Bene MC, 1995) gezeigt - auf dem
Großteil der AML-Blasten vertreten ist. Da FL und SCF aber v.a. auf Stammzellebene wirksam sind, scheint ihr
Einsatz als Primingmedikamente insofern bedenklich, als dass auch gesunde Stammzellen stimuliert und damit
gegen Chemotherapeutika sensibilisiert werden. Grundsätzlich scheint daher der Einsatz von schon auf
Stammzellebene wirksamen Wachstumsfaktoren wie FL und SCF und auch der Einsatz in Kombination mit G-
oder GM-CSF als Primingmedikamente eher bedenklich zu sein, da eine längere hämopoetische
Rekonstitutionszeit zu erwarten ist.
Zusammenfassen liegt es daher nahe, vor einem Priming die Expression der verwendeten ZKR
durchflusszytometrisch zu bestimmen und in doppelblinden, placebokontrollierten, entsprechend der
Rezeptorverteilung randomisierten Studien die Präinduktionseffekte der entsprechenden Wachstumsfaktoren zu
vergleichen. Trotz allem lassen sich aus den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen, keine eindeutigen
Schlüsse auf die Funktionalität der Rezeptoren ziehen (Smith MA, 1999). Es sollte daher im Vorfeld oder im
Rahmen dieser Studien zudem abgeklärt werden, welchen Einfluss die Wachstumsfaktorstimulation auf die
Rezeptorexpression hat (Veränderung des Affinitätsstatus und der Rezeptordichte) bzw. ob ab einer bestimmten
Rezeptordichte bzw. Häufigkeit der rezeptortragenden Zellen regelmäßig eine Aussage über deren Funktionalität
getroffen werden kann und schließlich auch, ob unterschiedliche Mengen von Wachstumsfaktoren bei
vergleichbarer Rezeptorexpression der Blasten unterschiedliche Effekte induzieren. Ebenso sollten die Effekte
der Zytokinwirkung im Zusammenhang mit der Expression der zugehörigen Rezeptoren sowohl hinsichtlich einer
unterstützenden (mehr Blasten in chemotherapeutikasensibler S-Phase, selektive AraC-Aufnahme), als auch
hinsichtlich einer antagonisierenden (Apoptosehemmung) Wirkung untersucht werden.
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5.5.3. Verkürzung der Neutropeniephase
Am häufigsten werden Zytokine derzeit nach der Verabreichung einer Chemotherapie eingesetzt, um die
gefährliche medulläre Aplasiephase zu verkürzen und gesunde hämopoetische Vorläuferzellen zur Proliferation
und Ausreifung anzuregen. Da viele Leukämiezellen ebenfalls funktionale Rezeptoren für CSFs tragen, wurde
befürchtet, nicht nur die normalen hämopoetischen Stammzellen, sondern auch Leukämiezellen in ihrem
Wachstum zu stimulieren. Dieser Effekt hätte sich in einer verkürzten progressfreien Überlebensdauer
niederschlagen müssen, die bisher in den meisten klinischen Studien nicht bestätigt werden konnte
(Übersichtsarbeit von Jacob M, 1996). Da in der hier vorgelegten Arbeit gezeigt wurde, dass die Expression von
Zytokinrezeptoren linien- und reifegradabhängig ist, könnte durch ein gezieltes Auswählen der entsprechenden
Zytokine obige Gefahr im Einsatz in der Supportivtherapie weiter vermindert werden. Idealerweise sollte daher
die Zytokinrezeptorexpression auf AML-Blasten nicht nur für das Priming, sondern auch für den Einsatz zur
Verkürzung der Neutropeniephase bestimmt werden. Es liegt nahe, dasjenige Zytokin zur Verkürzung der
Neutropeniephase einzusetzen, dessen Rezeptor nur gering auf den Leukämiezellen exprimiert wird. Basierend
auf dieser Grundlage sollten monozytäre Leukämien (FAB-Typ M4 und M5) eher mit G-CSF und granulozytäre
Leukämien (FAB-Typ M1-M3) eher mit GM-CSF behandelt werden (Tab. 5.5.1.) V.a. bei Patienten, bei denen
eine noch schnellere hämopoetische Rekonstitution erwünscht ist, werden G-CSF bzw. GM-CSF auch mit IL-3
oder SCF kombiniert, da durch die Stimulation auf verschiedenen Reifestufen der Hämopoese eine additiver
Effekt erzielt wird (Hunt P, 1992; Yan XQ, 1994; Eder M; 1997). Gegen den Einsatz von IL-3 ist auf der Basis der
bisher publizierten Daten nichts einzuwenden, auch wenn die bisher erzielten Verbesserungen durch
Kombination von IL-3 und G-/GM-CSF nicht überzeugend sind (Eder M, 1997). Aufgrund der Ergebnisse dieser
Arbeit sollte der Einsatz von FL oder SCF zur Verkürzung der Neutropeniephase nur vorsichtig oder nur bei
bestimmten Patienten erfolgen, da die hohe Expression von deren Rezeptoren mit einer geringeren
Wahrscheinlichkeit für progressfreies Überleben korrelierte. Doch ob tatsächlich eine schlechtere Prognose für
die Remissionsdauer bei AML-Patienten, die mit FL oder SCF behandelt werden, besteht, müssen zukünftige
prospektive, klinische Studien erst noch zeigen.
5.5.4. Differenzierungstherapie mit G-CSF
Ziel der Differenzierungstherapie ist es, den bei der AML bestehenden Reifungsblock zu überwinden. Für die
Differenzierung normaler HPZs sind neben anderen Wachstumsfaktoren v.a. G-CSF und GM-CSF verantwortlich,
deren Wirkung wiederum von der An- bzw. Abwesenheit bestimmter Rezeptoren abhängt. Weiterhin ist bekannt,
dass die Blockade von Transkriptionsfaktoren für Differenzierungsgene ein wesentlicher Pathomechanismus
(PML, AML1-ETO) für die Reifungsblockade bei der AML darstellt (Serve H, 2000). Wichtigster Vertreter der
Differenzierungstherapie ist die al-trans-Retinsäure (ATRA), die bei der Promyelozytenleukämie die APL-Blasten
zur Ausreifung bringt. Auch unter G-CSF Stimulation konnte bereits beobachtet werden, dass leukämische
Blasten zur Ausreifung gelangen.
Dies wurde bei AML-Rezidiv-Patienten nach KM-Transplantation beobachtet (Giralt S, 1993), wobei allerdings
nicht die G-CSF-R-Expression auf den AML-Blasten bestimmt wurde. In der Arbeit von Katayama N et al (1998)
wurde unter G-CSF-Therapie die Ausreifung einer ATRA refraktären Promyelozytenleukämie beobachtet (siehe
Tabelle 5.5.1.) Katayama stellte - wie es auch die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeigten - die höchste
Expression von G-CSF-R bei der APL fest. Da eine hohe Expressionsdichte des G-CSF-R eine Funktionalität des
Rezeptors wahrscheinlich macht (Motoji T, 1991), kann auch anhand unserer Ergebnisse davon ausgegangen
werden, dass gerade Patienten mit dem FAB-Typ M3 oder auch andere Patienten, die eine hohe G-CSF-R
Expression auf den Blasten aufweisen, von einer G-CSF Behandlung im Sinne einer Differenzierungsinduktion
neben einer potenten Chemotherapie profitieren könnten. Es scheint also nicht nur wegen des Primingseffekts,
sondern auch wegen einer möglichen Differenzierung der Blasten sinnvoll zu sein, für einen gezielten Einsatz von
G-CSF in der AML-Therapie vor Therapiebeginn die Expression des G-CSF-R im KM zu bestimmen. Es liegt
daher die Vermutung nahe, dass placebokontrollierte, klinische Studien, die den Blastenphänotyp
berücksichtigen, eher Benefit-bringende Ergebnisse hervorbingen könnten, als es die vergangenen Studien
konnten (Estey EH, 1999).
Tabelle 5.5.1. Mögliche therapeutische Vorgehensweisen bei der AML
FAB-
Typ
Bevorzugt exprimierte
Oberflächenmarker
Prognose Mögliche therapeutische Beeinflussung3 Mögliche Komplikationen
für Remission für progressfreies Überleben Priming4 Verkürzung der
Aplasiephase5
andere
M1 SCF-R
G-CSF-R
VLA-2 Ungünstig, wenn VLA-2 positiv1
Ungünstig, wenn SCF>45,5% 2
G-CSF GM-CSF
Tyrosinkinasehemmer
(zur selektiven
Hemmung der
Signaltransduktion
des SCF-R
Stimulation des leukämischen
Klons
M2 SCF-R
G-CSF-R
VLA-2 Ungünstig, wenn VLA-2 positiv1
Ungünstig, wenn SCF>45,5% 2
G-CSF GM-CSF
Tyrosinkinasehemmer
(s.o.) Stimulation des leukämischen
Klons
M3 G-CSF-R Günstig Günstig G-CSF GM-CSF G-CSF für
Differenzierung
Stimulation des leukämischen
Klons
M4 FL-R
GM-CSF-R
UPA-R
VLA-2
B7-1
B7-2
Ungünstig,wenn UPA-R positiv1
Ungünstig,wenn VLA-2 positiv1
Ungünstig, wenn FL-R>85,5% 2
Ungünstig wenn B7-1>15% 2
Ungünstig,wenn B7-2>65% 2
GM-CSF G-CSF
Dexamethason (zur
Downregulation von
FL-R auf den Blasten)
CTLA-4-Bockade,
rIL-2
Stimulation des leukämischen
Klons
Blutungsrisiko bei hoher UPA-R-
Expression wegen Verbrauch
von gerinnungshemmenden
Substanzen
M5 FL-R
GM-CSF-R
UPA-R
VLA-2
NCAM
B7-2
Ungünstig,wenn UPA-R positiv1
Ungünstig, wenn VLA-2 positiv1
Ungünstig, wenn NCAM positiv1
Ungünstig, wenn FL-R>85,5% 2
Ungünstig, wenn NCAM >8% 2
Ungünstig, wenn B7-2>65% 2
GM-CSF G-CSF
Dexamethason
CTLA-4-Bockade,
rIL-2 zur T-Zell-
Stimulation bzw
Aufrechterhaltung der
T-Zell-Antwort.
Stimulation des leukämischen
Klons
Blutungsrisiko bei hoher UPA-R-
Expression wegen Verbrauch
von gerinnungshemmenden
Substanzen
Extramedulläre Manifestationen
gehäuft bei NCAM-Expression
1 Eine KM-Probe wird als positiv gewertet, wenn mehr als 20% der Zellen im Auswertefenster, den entsprechenden Marker exprimieren
2 Mehr als x% der Zellen im Auswertefenster exprimieren den entsprechenden Rezeptor
3 zusätzlich zur Standardchemotherapie der Münsteraner Gruppe (AML-CG-Protokoll)
4 Applikation vor oder während Chemotherapie
5 Applikation nach Chemotherapie
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5.5.5. Immuntherapie
Leukämiezellen können nur dann proliferieren, wenn sie durch das Immunsystem nicht erkannt und eliminiert
werden. Bei der Tumorabwehr spielt v.a. die zelluläre Immunantwort eine Rolle. Ziel der Immuntherapie ist es,
eine spezifische Immunantwort gegen Leukämiezellen hervorzurufen. Aus AML-Blasten konnten in vitro unter
Stimulation mit SCF, FL und TNFa/ GM-CSF (u.a.) dendritische Zellen gezüchtet werden, die dann sowohl das
Tumorantigen als auch kostimulatorische Moleküle auf ihrer Oberfläche exprimieren. Sie stellen geeignetere
Stimulatoren der T-Zell-Antwort dar, als die AML Blasten selbst. In vitro konnte bereits gezeigt werden, dass T-
Zellen nach Inkubation mit AML-DC sowohl proliferieren, als auch die AML-Blasten zerstören (Harrison BD,
2001). Andere Therapieansätze (z.B. Transfektion von B7-1 Genen) haben das Ziel, durch die Hochregulation
von kostimulatorischen Molekülen auf AML-Blasten die körpereigene Immunantwort gegen Leukämiezellen zu
steigern. Wie auch in vorrausgegangenen Studien konnte in dieser Arbeit gezeigt werden (Maeda A, 1998;
Brouwer RE, 2000), dass B7-2 auf AML-Blasten exprimiert wird und zwar v.a. auf den monozytären Subtypen.
Bisher war vermutet worden,dass B7-1 nur kaum auf AML-Blasten exprimiert wird (Brouwer RE, 2000, Maeda A,
1998, Hirano N, 1996), doch mit dem von uns verwendeten mAk konnte auch B7-1 auf einem Teil der AML-Fälle
nachgewiesen werden. Die für eine Immunantwort zunächst günstig erscheinende hohe Expression von
kostimulatorischen Molekülen bei der AML korrellierte mit einer schlechteren Prognose. Dass in vivo durch die
dauerhafte Hochregulation dieser kostimulatorischen Moleküle möglicherweise durch Hochregulation von das
Immunsystem inhibierenden Faktoren (z.b. CTLA-4) eine – nicht erwünschte –Toleranz des Immunsystems
gegen AML-Blasten eintritt, sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Möglicherweise kann die
Kombination mit immunstimulatorischen Zytokinen wie IL-2 oder CTLA-4-blockierenden Antikörpern diese
Entwicklungen verhindern. So konnte doch bei einigen rezidivierten AML-Fällen eine Therapie mit
rekombinantem IL-2 zur Remission der Patienten führen (Maraninchi D, 1998) oder eine verlängerte
progressfreie Überlebenszeit beobachtet werden (Cortes JE, 1999) (siehe Tabelle 5.5.1.)
5.6. Bedeutung veränderter Zytokinrezeptor und Adhäsionsmolekülen -
Expression für die Biologie der AML
5.6.1. Unkontrollierte Proliferation aufgrund erhöhter Zytokinrezeptor-
Expression?
Leukämische Blasten sind charakterisiert durch unkontrollierte Proliferation und Reifungsblockade. Proliferation
wird vor allem über Wachstumsfaktoren gesteuert, deren Wirkung von der Anwesenheit von Rezeptoren auf der
Oberfläche der Blasten, aber auch von der Funktionalität (Affinitätsstatus, Signaltransduktion) und von den
Fähigkeiten der Zellen, die Information auf DNA-Ebene umzusetzen (Transskriptionsfaktoren, ras-Onkogene),
abhängt. In unserer Arbeit wurde lediglich die erste Bedingung für die Wirksamkeit von Zytokinrezeptoren
untersucht, nämlich, ob die entsprechenden Wachstumsfaktoren auf der Oberfläche der Zellen exprimiert
werden. Da allein aus der Expression von Rezeptoren nicht auf deren Funktionalität geschlossen werden kann
und damit eine Einordnung in die Biologie der AML schwierig ist, sollen in den nachfolgenden Abschnitten, die
hier vorgestellten Ergebnisse zusammen mit den bereits publizierten Daten über die Funktionalität der
Rezeptoren und der ebenfalls in dieser Arbeit ausgewerteten klinischen Relevanz – soweit möglich - in die
Biologie der AML eingeordnet werden.
In mehreren Arbeiten wurde nachgewiesen, dass viele AML-Zellen nicht nur den FL-Rezeptor exprimieren,
sondern dass auch durchschnittlich 57% aller AML-Proben in vitro unter Stimulation mit FL proliferieren
(Piacibello W, 1995; Dehmel U, 1996; Drexler HG, 1996). Außerdem zeigten sich synergistische Effekte mit G-
CSF, GM-CSF, IL-3, SCF (Piacibello W, 1995; Lisovsky M, 1995). Bei ca. 20% der AML-Fälle fand man eine
internale Tandemduplikation der juxtamedullären Domäne des FL-R, wodurch die rezeptortragenden Zellen
ligandunabhängig stimuliert werden. AML-Patienten mit dieser Veränderung wiesen einen schlechteren
klinischen Verlauf auf (Kiyoi H, 1999; Kottaridis PD, 2001; Iwai T, 1999). In der hier vorgelegten Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die höchste FL-R-Expression in der Gruppe der AML-M5 zu beobachten war. Dies korreliert
mit den Befunden von McKenna HJ et al (1996), die feststellten, dass Leukämiezellen des FAB-Typs M5 von
Kindern am häufigsten auf FL-Stimulation proliferieren. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass AML-Blasten in
Abhängigkeit von der Häufigkeit der FL-R-Expression auf FL-Stimulation reagieren. Weiterhin ist bekannt, dass
Patienten des FAB-Typs M5 den unerfreulichsten klinischen Verlauf aufweisen und es stellt sich daher die Frage,
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ob dieser unerfreuliche klinische Verlauf durch die erhöhte FL-R-Expression bei der M5 bedingt sein könnte. Die
Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit ergaben keinen Zusammenhang zwischen der Höhe der FL-R-Expression
und dem Therapieansprechen, allerdings wiesen diejenigen Patienten, bei denen mehr als 85,5% der KM-Blasten
den FL-R exprimierten, ein deutlich kürzeres, progressfreies Überleben auf. Folglich scheint nicht nur die
Expression, sondern die Häufigkeit der FL-R Expression und die damit verbundene, gesteigerte
Phosphorylierung von Tyrosinkinasen, wie bei der internalen Tandemduplikation auch, die Progression der
Erkrankung negativ zu beeinflussen - sei es durch direkte Stimulation der AML-Blasten selbst oder durch
synergistische Effekte zusammen mit anderen Zytokinen.
Auch beim SCF-R wurde von einigen Arbeiten das Konzept vertreten, dass die Expression des SCF-R durch
Proliferationssteigerung (Broudy VC, 1992; Ikeda H, 1991; Pietsch T, 1992) und der damit verbundenen längeren
Überlebensdauer von AML-Blasten (Caceres-Cortes J, 1994) einen Einfluss auf die Pathogenese der AML und
damit auch auf den Verlauf der Erkrankung im Sinne einer schlechteren Prognose (Ashman LK, 1988) habe. In
den meisten Arbeiten mit größeren Fallzahlen konnte aber keine Korrelation zwischen der Expression des SCF
und dem klinischen Verlauf festgestellt werden (Schwarz S, 1999; Lauria F, 1995; Reuss-Borst MA, 1994). Alle
diese Arbeiten untersuchten den klinischen Verlauf lediglich in Bezug auf das Kriterium der Positivität (>20%
SCF-R-positive Blasten). Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeigten, dass ein höherer Anteil SCF-R-
exprimierender Zellen innerhalb der Blastenpopulation mit einem schlechteren klinischen Verlauf einhergeht.
Allerdings verhält sich die relative Rezeptordichte auf den einzelnen AML-KM-Zellen genau umgekehrt wie der
Anteil der SCF-R exprimierenden Zellen innerhalb der untersuchten Zellpopulation. Eine hohe SCF-R-Dichte auf
den einzelnen Zellen korrelierte mit einem günstigen, zytogenetisch ermittelten Prognose (höchste SCF-R-Dichte
im FAB-Typ M3). Dies deutet darauf hin, dass zwar der Anteil SCF-R-exprimierender Zellen einen negativen
Einfluss, die Rezeptordichte auf den einzelnen (wenigen) Zellen allerdings einen eher günstigen Einfluss auf
Prognose hat. Möglicherweise handelt es sich bei diesen wenigen Zellen nicht um Blasten, sondern um gesunde
Stammzellen, doch dies müssen zukünftige Untersuchungen hinsichtlich einer Koexpression weiterer
Stammzellmarker erst noch bestätigen. Einige Arbeiten haben gezeigt, dass durchschnittlich ca. 60% der AML-
Blasten auf in vitro-Stimulation mit SCF proliferieren (Kubota A, 1994; Broudy VC, 1992; Stacchini A, 1996). Zur
Beurteilung der Funktionalität des SCF-Rs in Bezug auf die Biologie der AML sind daher weitere funktionale
Analysen erforderlich, die die Funktionalität der Rezeptoren mit dem Verlauf der Erkrankung korrelieren.
Aus dem Ergebnis dieser Arbeit, sowie auch aus Ergebnissen anderer Arbeiten (Budel LM, 1989; Koubek K,
1998; Jordan CT, 2000; DeWaele M, 2001; Munoz L, 2001) zeigte sich, dass fast alle AML-Blasten im Gegensatz
zu den gesunden KM-Zellen häufig die a-Kette des IL-3-R exprimieren. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die
Stimulation des IL-3-R eine Rolle in der Biologie der AML spielen könnte. Zunächst fiel auf, dass die meisten
AML-Blasten negativ für die ß-Kette (CD131) des IL-3-Rezeptors waren, ohne die der IL-3-R nur mit niedriger
Affinität an IL-3 bindet (Jordan CT, 2000). Die normale intrazelluläre Signaltransduktion des IL-3-R führt zu einer
Phosphorylierung von Mek-1-, Akt-, Stat-5-Proteinen. Nach Stimulation der AML-Blasten mit IL-3 ließ sich
allerdings mittels Immunoblot kein Anstieg dieser Proteine feststellen (Jordan CT, 2000). Andere Arbeiten
beobachteten dagegen nach Stimulation der AML-Blasten mittels IL-3 in vitro ein verstärktes Koloniewachstum
(Budel LM, 1989; Tsuzuki M; 1997; Nowak R, 1999). Dies könnte allerdings auch mit alterierten in vitro-
Bedingungen zusammenhängen oder aber andere Proteine, die ebenfalls einen wachstumssteigernden Effekt
haben, werden durch die Signaltransduktion der a-Kette des IL-3-R phosphoryliert. Zusammenfassend bleibt es
daher unklar, warum die alpha-Kette des IL-3-R auf AML-Blasten exprimiert wird. Ein möglicher Mechanismus
könnte die aberrante Expression von Transkriptionsfaktoren sein, die zu einer gesteigerten Synthese des CD123
führt, ohne dass diesem pathologische Bedeutung beigemessen werden muß. Im Einklang mit dieser These
stehen die in der hier vorgelegten Arbeit vorgestellten Ergebnisse, in denen gezeigt werden konnte, dass die
Häufigkeit der IL-3-R-Expression auf AML-Blasten keine klinische Relevanz zu haben scheint.
In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass in vitro unter GM-CSF-Stimulation AML-Blasten proliferieren
(Schmetzer HM, 1999; Budel LM, 1992; Faussat-Suberville AM, 1993). In einigen Arbeiten wurde auch eine
Ausreifung der AML-Zellen beobachtet (Schmetzer HM, 1999; Schmetzer HM, 1996, Faussat-Suberville AM,
1993). Lediglich in der Arbeit von Budel LM et al (1992) wurden nicht nur der Effekt von GM-CSF auf AML-
Blasten untersucht, sondern die Effekte auch mit der Expression des GM-CSF-R auf AML-Blasten verglichen und
es wurde festgestellt, dass alle Blasten (3/5 der untersuchten Fälle), die unter GM-CSF proliferierten, auch den
GM-CSF-R exprimierten. Trotz vergleichbarer GM-CSF-R-Expression proliferierten einige Blasten dagegen unter
GM-CSF-Stimulation nicht. Von Cannistra SA et al. (1990) wurden bereits zwei Arten von GM-CSF-R mit
unterschiedlicher Affinität und Funktionalität (Klasse I und Klasse II) beschrieben, die abhängig vom Reifegrad in
unterschiedlicher Anzahl auf den normalen hämopoetischen Zellen vorkommen. Diese beiden Rezeptoren
reagieren unterschiedlich (Herauf- bzw Herunterregulierung der Rezeptordichte) auf GM-CSF-Stimulation. Diesen
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Effekt konnten Lanza F et al (1997) auch auf AML-Blasten nachweisen, ohne diesen jedoch auf unterschiedliche
Expression von Rezeptorsubtypen zu beziehen. In 70% der untersuchten AML-Fälle wurde auch eine autokrine
Stimulation der Blasten durch eigen-sezernierte Zytokine, v.a. GM-CSF beschrieben (Rogers SY, 1994) und
diesem Effekt eine pathologische Bedeutung bei der AML beigemessen, da Patienten mit autonomen
Blastenwachstum eine schlechtere Prognose aufwiesen. Es ist daher schwierig die Bedeutung einer hohen bzw.
niedrigen Expression des GM-CSF-R für die Biologie der AML abzuschätzen, da sich anhand der in dieser Arbeit
vorgelegten Untersuchungen weder eine Aussage über die Funktionalität der Rezeptoren noch über die autokrine
GM-CSF-Sezernation der AML-Blasten selbst treffen läßt. Auch aus den bisher veröffentlichten Arbeiten geht
nicht hervor, welcher Rezeptortyp auf AML-Blasten einen Proliferations-, welcher einen Differenzierungseffekt
hat, wie die Verteilung auf den verschiedenen Subtypen der AML ist, ob die autokrine GM-CSF-Stimulation bei
unterschiedlicher Häufigkeit der entsprechenden Rezeptortypen unterschiedliche Effekte haben. Anhand der hier
vorgestellten Ergebnisse konnte lediglich die Expression des GM-CSF-Rs dem Reifegrad und
Linienzugehörigkeit der AML-Blasten in Analogie zur normalen Hämopoese zugeordnet werden. Signifikante
Unterschiede in Bezug auf Therapieansprechen und progressfreies Überleben wurden nicht gefunden. Es liegt
damit die Vermutung nahe, dass die Expression des GM-CSF-R auf AML-Blasten mehr die verschiedenen
Differenzierungsstadien bei der AML widerspiegelt, als dass ihr eine pathologische Bedeutung in der Biologie der
AML beigemessen werden könnte. Dennoch werden weitere funktionale Analysen erforderlich sein, um die
Funktionalität der GM-CSF-R-Expression endgültig zu beleuchten, umso mehr da GM-CSF bereits routinemäßig
zur Verkürzung der Neutropeniephase bei der Behandlung der AML eingesetzt wird.
5.6.2 Verminderte Maturation aufgrund verminderter Expression von GM-
CSF-R und G-CSF-R?
Ein wesentlicher Pathomechanismus bei der AML ist die Proliferation unreifer myeloider Vorläuferzellen. Es stellt
sich daher die Frage, warum diese Zellen nicht ausreifen. Bislang ist nicht geklärt, ob der direkte Zellkontakt mit
Stromazellen und KM-Matrix selbst wachstums- und differenzierungsregulierende Signale an die adhärierenden
Zellen weitergibt oder ob die Zelladhäsion die Vorläuferzellen in einer geeigneten Knochenmarksnische hält, in
der entsprechende Wachstumsfaktoren  und Nährstoffe bereitgestellt werden. Weiterhin ist unklar, ob es im
Knochenmark zu einer verminderten Produktion von differenzierungsfördernden Wachstumsfaktoren kommt, oder
ob die Blasten selbst eine verminderte Anzahl von Rezeptoren für diese Wachstumsfaktoren exprimieren.
Mittlerweile ist bekannt, dass die Blockade von Transkriptionsfaktoren für Differenzierungsgene einen
wesentlichen Pathomechanismus (PML, AML1-ETO) für die Reifungsblockade darstellt (Serve H, 2000). Für die
Differenzierung der Vorläuferzellen verantwortlich sind in der granulozytären Differenzierungslinie v.a. der G-
CSF, in der monozytären und - wenn auch weniger - in der granulozytären Differenzierungslinie der GM-CSF. In
dieser Arbeit - wie auch in bereits vorausgegangenen Arbeiten - konnte gezeigt werden, dass der G-CSF-R
(Shimoda K, 1992; Shinjo K, 1997) wie auch der GM-CSF-R (Koubek K, 1998; Lanza F, 1997) in Abhängigkeit
von der Reifungsstufe und Linienzugehörigkeit in Analogie zur normalen Hämopoese exprimiert wird. Da aus der
Expression des jeweiligen Rezeptors nicht auf dessen Funktionalität geschlossen werden kann (Budel LM, 1989;
Lanza F, 1997), zeigte sich anhand funktioneller Untersuchungen in vitro, dass unter GM-CSF-Stimulation ca. 2/3
der GM-CSF-R tragenden Blasten proliferieren (Budel LM, 1989) und auch differenzieren (Schmetzer H, 1999).
Beim G-CSF-R konnten Motoji T et al (1991) feststellen, dass eine hohe Expressionrate mit einer höheren
Wahrscheinlichkeit zur Stimulierbarkeit der Zellen einherging und schließlich konnten Katayama N et al (1998)
zeigen, dass Promyelozyten des FAB-Typ M3 die höchste G-CSF-R Expression aufwiesen, die höchste
Proliferationsrate unter G-CSF-Stimulation zeigten und in vivo die Promyelozyten eines FAB-M3-Patienten, der
auf ATRA-Therapie nicht ansprach, unter G-CSF–Applikation zur Ausreifung gebracht werden konnten. Dieser
direkt antileukämische Effekt von G-CSF konnte auch schon bei AML-Rezidiv-Patienten nach KM-Transplantation
beobachtet werden (Giralt S, 1993). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die relative G-CSF-R-Dichte auf
den FAB-M3-Blasten von allen FAB-Typen mit Abstand am höchsten war, deutlich höher auch als die relative
Rezeptordichte für G-CSF innerhalb der gesunden KM-Zellen, während bei den anderen FAB-Typen, die
Expressionsdichte des G-CSF-R eher geringer war. Daher spielt bekanntermaßen bei der
Promyelozytenleukämie weder die verminderte Expression, noch die verminderte Funktionalität des G-CSF-R
eine Rolle für die verminderte Ausreifung der Promyelozyten, sondern eine verminderte Transkription von
Differenzierungsgenen, die durch ein Überangebot an ATRA aufgehoben werden kann. Möglicherweise kann
auch ein Überangebot von G-CSF und dessen Rezeptor auf den AML-Blasten diesen Reifungsblock aufheben.
Zusammenfassend scheint die Expression des G-CSF-R auf AML-Blasten den klinischen Verlauf der AML –
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Patienten positiv zu beeinflussen und umgekehrt das Fehlen des G-CSF-R mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit
einherzugehen, unabhängig von der Therapieform innerhalb von 30 Tagen zu versterben (Daten nicht
dargestellt).
5.6.3 Verminderte Immunantwort trotz Expression kostimulatorischer
Moleküle?
Bei der Abwehr von Tumorzellen spielt die zelluläre Immunantwort via T-Zellen, NK-Zellen und LAK-Zellen eine
entscheidende Rolle.
Für die Tatsache, warum das Immunsystem Tumorzellen nicht erkennt und eliminiert gibt es mehrere Gründe.
Mangelndes Erkennen kann an einem defekten Antigen-Prozessing, an einer fehlenden Expression
antigenpräsentierender MHC-Komplexe oder an einem nicht geeigneten Tumorantigen liegen. Mangelnde T-
Zellantwort kann auf eine Dysfunktion der T-Zellen, auf eine Produktion von das Immunsystem inhibierender
Faktoren durch die AML-Blasten selbst oder auf eine verminderte Expression kostimulatorischer Moleküle
zurückzuführen sein (Hirano N, 1996). In dieser Arbeit wurden die für die Aktivierung von T-Zellen notwenigen
Moleküle ICAM-1, LFA-3, B7-1, B7-2 und die für die Aktivierung von NK- bzw LAK-Zellen notwendigen Moleküle
ICAM 1, LFA-3 und NCAM untersucht. ICAM-1 und LFA-3 wurden dabei ähnlich häufig in gesunden KM-Proben
als auf AML-Blasten exprimiert. Dagegen wurden B7-1 und B7-2, als auch NCAM deutlich höher bei der AML
exprimiert. Patienten, deren KM-Proben NCAM positiv waren, hatten eine signifikant schlechtere Prognose, und
zwar sowohl bzgl. Remissionsrate als auch bzgl. progressfreier Überlebenszeit. Bei - bis auf LFA-3 - allen in
dieser Arbeit untersuchten kostimulatorischen Molekülen korrelierte eine hohe Expression zwar nicht mit der
Remissionsrate, aber mit kürzeren progressfreien Überlebenszeiten. So kann die These, dass bei der AML die
verminderte Expression von Adhäsionsmolekülen Ursache für eine verminderte T-Zell-Antwort ist, zumindest bei
den in dieser Arbeit untersuchten Molekülen nicht aufrecht erhalten werden (Bruserud O, 2000; Maeda A, 1998).
Die Expression dieser Moleküle scheint dagegen einen fast gegensätzlichen, negativen Effekt auf den Verlauf der
AML zu haben. Dies wurde bereits von Maeda A (1998) für B7-2 festgestellt. Für die T-Zell-Antwort ist zunächst
die Präsentation eines geeigneten Tumorantigens auf MHC-Molekülen notwendig. Fast alle AML-Blasten
exprimieren in der Regel MHCI und MHCII-Moleküle auf ihrer Zelloberfläche (Brouwer RE, 2000; Bruserud O,
2001), über die Tumorantigene den T-Zellen präsentiert werden können. Chen L et al. (1994) konnten zeigen,
dass bei fehlender Tumorantigenität trotz Expression kostimulatorischer Moleküle keine T-Zell-Antwort erfolgt.
Bisher konnte aber nur die durch chromosomale Translokationen entstandenen Fusionsproteine pml/RARa bei
der Translokation t(15,17) (Gambacorti-Passerini C, 1993) und das bcr/abl Fusionsprotein bei der Translokation
t(9;22) (und CML) (tenBosch GJA, 1995) als leukämiespezifische Tumorantigene identifiziert werden. Doch auch
obwohl Tumorantigenität bei diesen Subtypen bestand, konnten deutlich weniger Leukämie-spezifische T-Zellen
nachgewiesen werden (Gambacorti-Passerini C, 1993; Bruserud O, 2001). Verminderte Tumorantigenität würde
zwar erkären, warum der Einfluss der Expression costimulatorischer Moleküle keinen Einfluss auf den Verlauf der
Erkrankung haben könnte, es erklärt aber nicht, warum die Expression sogar einen negativen Einfluss auf die
Remissionsdauer bewirkt.
In einigen Arbeiten wurde auch festgestellt, dass die von aktivierten T-Zellen produzierten Zytokine, wie z.B. GM-
CSF, IL-3 das Wachstum der AML-Blasten anregen und dieser Effekt dem antileukämischen, zytotoxischen
Effekt der T-Zellen überwiegen würde (Bruserud O, 1996). Die Art der T-Zellantwort (Zytokinsekretion,
Zytotoxizität) hängt wiederum von der Länge des präsentierten Antigens ab. Dies wurde bislang bei AML-Blasten
noch nicht untersucht. Eine andere Möglichkeit ist, dass die AML-Blasten selbst Mediatoren sezernieren, die die
Immunantwort ineffektiv macht, und dies möglicherweise umso mehr, je mehr diese Zellen an die AML-Blasten
via kostimulatorischer Adhäsionsmoleküle adhärieren. So wurde z.B. nachgewiesen, dass AML-Blasten IL-2-R,
IL-1-R, die die stimulierenden Effekte von IL-2/IL-1 auf Tumorzellen neutralisieren können, als auch TGFß, der
die T-Zell Aktivierung in vitro hemmt, sezernieren können. AML-Blasten können aber auch T-Zell-Antworten
stimulierende Zytokine (z.B. IL-1, IL-6, TNFa) sezernieren (Übersichtsartikel von Bruserud O, 2001). Weiterhin
konnte, wie bei anderen Malignomen auch, nachgewiesen werden, dass auch AML-Blasten FAS-Ligand
produzieren können (Lickliter JD, 1998), der bei adhärierenden T-Zellen, die FAS exprimieren, den
programmierten Zelltod auslösen kann. Umgekehrt wird aber auch von T-Zellen Fas-Ligand produziert, der
wiederum den programmierten Zelltod der AML-Blasten auslöst (Zeytun A, 1997). Dabei scheinen bei diesem
bidirektionalem Abtöten in der Regel die Tumorzellen favorisiert zu sein (Whiteside TL, 1998). Für die T-Zell-
Aktivierung via AML-Blasten ist die Präsenz der kostimulatorischen Moleküle B7-1, das meist nur nach
Aktivierung der Zellen exprimiert wird, und/oder des konstitutiv exprimierten B7-2 notwendig. Die B7-Moleküle
binden zum einen an CD28 der T-Zellen, das die IL-2 -Sekretion und damit auch die Proliferation der T-Zellen
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induziert, zum anderen binden sie auch an CTLA-4, das erst 2-3 Tage nach der CD28 Stimulation aktiviert wird
und eine 20-fach höhere Affinität zu B7-2 aufweist als CD28. CTLA-4 spielt eine wichtige, negativ regulatorische
Rolle bei der T-Zell-Antwort (Allison JP, 1995). Durch Blockade von CTLA-4 kann eine verstärkte T-Zellantwort
gegen Tumorzellen erreicht werden (Leach DR, 1996). Die erhöhte Expression von kostimulatorischen Molekülen
auf Tumorzellen kann also möglicherweise über Aktivierung von CTLA-4 die Immunantwort der T-Zellen
herunterregulieren und daher zu einem frühen Rezidiv der AML-Blasten führen.
NCAM spielt zum einen eine Rolle bei der Aktivierung immunkompetenter Zellen zum anderen ist es an der
Extravasation von AML-Blasten beteiligt (Pancook JD, 1997). Bei der NCAM-positiven AML wurde eine erhöhte
Inzidenz extramedullärer Manifestationen beobachtet (Byrd JC, 1995) und dies erklärt möglicherweise die in
unserer Arbeit herausgefundene verminderte Remissionsrate und verkürzte Remissionsdauer, da residuelle
Leukämiezellen durch Adhäsion im extramedullärem Raum weniger von der Chemotherapie erreicht werden und
damit die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs steigt.
5.6.4 Blastenschub aufgrund verminderter Adhäsion an das Stroma und
verstärkter Migration durch das Endothel?
Die einzige kontinuierliche Barriere zwischen den AML-Blasten im Knochenmark und dem peripheren Blut bildet
das Sinusendothel. Damit die Blasten vom Knochenmark ins Blut gelangen können, müssen zum einen die
bestehenden Bindungen der Blasten an das Knochenmarksstroma gelöst, zum andern Bindungen mit der
abluminalen Seite des Endothels aufgenommen werden, um durch diese Barriere zu migrieren und ins periphere
Blut zu disseminieren. Sowohl auf dem Endothel und Stromazellen, als auch auf den Matrixproteinen befinden
sich Adhäsionsmoleküle bzw. Bindungsregionen, die von Adhäsionsmolekülen auf AML-Blasten erkannt werden.
Die Regulation der Expressionsdichte, des Affinitätsstatus dieser Adhäsionmoleküle erfolgt über Zytokine, die von
AML-Blasten selbst oder von Stromazellen produziert werden. In der Regel sind mehrere, verschiedene
Bindungspaare für den Stromakontakt und auch für die Transmigration durch das Endothel verantwortlich. Da in
dieser Arbeit nur die Expression von Adhäsionsmolekülen auf AML-Blasten bestimmt wurde, soll zunächst
betrachtet werden, ob bei der AML eine veränderte Adhäsionsmolekülexpression vorliegt.
Den ß1-Integrinen wird eine wichtige Bedeutung bei der Erhaltung des Zell-Stroma-Kontakts zugeordnet
(Bendall LJ ,1993). Die ß1-Integrine VLA-4 und VLA-5, die an Fibronektin binden, werden auf den meisten
Blasten exprimiert. SCF, GM-CSF oder IL-3 können die Bindung CD34+Zellen an das KM über die Aktivierung
von VLA-4- und VLA-5-Integrinen verstärken (Kovach NL, 1995). AML-Blasten können auch direkt an
membrangebundem SCF-R binden (Long WM, 1992). In Übersichtsarbeiten wurde gezeigt (Bradstock KF, 1995;
Liesveldt JL, 1997; Denkers IA, 1992; Asosingh K, 1998) dass sowohl bei gesunden, als auch bei AML-Blasten
durch Herunterregulation von ß2-Integrinen das Verlassen des KMs initiiert wird. Auch der SCF-R wird auf
mobilisierten Zellen vermindert exprimiert (Link, DC, 2001). Umgekehrt scheint ein erhöhter Kontakt zum KM-
Stroma (z.B. via VLA und SCF-R u.a.) die Proliferation und Differenzierung von AML-Zellen zu gewährleisten
(Schofield KP, 1998) und den programmierten Zelltod zu vermindern (Bendall LJ, 1994).
Während VLA-3 weder auf normalen Progenitorzellen noch auf AML-Blasten mit unserer Methode nachweisbar
war, konnten weniger VLA-2-positive Fälle bei der AML im Verlgeich zu gesunden KM-Proben nachgewiesen
werden. Dies kann im Sinne einer erhöhten Bereitschaft, das KM zu verlassen – wie sie bei der AML vorliegt -
gedeutet werden. Weiterhin haben wir festgestellt, dass bei den Therapieansprechern initial signifikant weniger
Zellen positiv für VLA-2 waren, während alle KM-Proben der Therieversager VLA-2-positiv waren. Da vor allem
Integrine hochregulierte Adhäsionsmoleküle darstellen, kann man anhand der Expression nicht auf die
Funktionalität des Rezeptors schließen, so dass funktionale Analysen notwendig sind, um über die Bedeutung
der VLA-2 Expression im Krankheitsverlauf der AML eine Aussage treffen zu können.
Während den ß-1 Integrinen eine wichtige Rolle bei der Erhaltung des Zell-Stroma-Kontakts zugeordnet werden
kann, ist die Rolle der ß-2 Integrine im KM noch nicht klar definiert. Da blockierende Antikörper gegen ß2-
Integrine allein die Adhäsion der Blasten nur wenig beeinträchtigt, scheinen sie maximal eine unterstützende,
aber keine erhaltende Rolle beim Zellstromakontakt zu spielen (Bendall LJ, 1993). Unreife Progenitorzellen
exprimieren nur wenig aktive LFA-1-Rezeptoren, in in-vitro-Kulturen aber wird die Expression von LFA-1 rasch
hochreguliert, so dass die Hypothese aufgestellt wurde, dass solange sich die Progenitorzellen via ß-1-Integrine
in festen Kontakt mit dem KM-Stroma befinden, die LFA-1-Expression niedrig und wenig aktiv ist. Lockert sich -
z.B. bei verstärkter Proliferation der Zellen - diese Bindung zu den Stromazellen, werden die Zellen als
Vorbereitung für die Transmigration in das Blut LFA-1 positiv (Torensma R, 1996). Ensprechend dieser
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Hypothese könnte auch die in unserer Arbeit festgestellte hohe LFA-1-Expression der AML-Blasten als
Ausdruck des hyperzellulären KM und der dadurch verminderten Adhäsion an die Stromazellen gesehen
werden. Nur bei sieben Patienten wurde sowohl die VLA-2 und LFA-1 Expression gleichzeitig bestimmt: Zwei der
sieben Patienten exprimierten VLA-2 auf mehr als 94% der Blasten und in diesen beiden Fällen wurde
beobachtet, dass die LFA-1 Expression deutlich unter dem ermittelten Durchschnittswert bei der AML lag. Dieser
Zusammenhang muss allerdings anhand größerer Fallzahlen erst noch evaluiert werden, um statistische
Signifikanz zu erreichen.
Im Gegensatz zu LFA-1 wird das ß-2 Integrin Mac-1 v.a. innerhalb der myeloiden Zellinie und dort v.a. auf
reiferen Monozyten/Makrophagen exprimiert. Auch die Mac-1/LFA-1 Bindung scheint eine Rolle bei der
Transmigration von myeloiden Zellen in die Peripherie zu spielen, so konnten murine HPZ unter IL-8 mobilisiert
werden, und dies wurde auf die durch IL-8 hervorgerufene Hochregulation von Mac-1 auf der Oberfläche der
HPZ zurückgeführt (Link DC, 2001). Weiterhin bindet Mac-1 auch an eine Reihe bedeutender Liganden, wie
Fibrinogen, Faktor X, Heparansulfat und iC3b (Di Noto R, 1996). In dieser Arbeit,  wie auch in anderen Arbeiten
wurde gezeigt, dass Mac-1 v.a. auf den monozytären Leukämiesubtypen exprimiert wurde. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden , dass signifikant mehr Mac-1-positive Fälle in der schlechten zytogenetischen
Risikogruppe gefunden werden konnten, aber die Mac-1-Expression nicht als ein vom Karyotyp unabhängiges
Prognosemerkmal gesehen werden kann. Auch In vielen anderen Studien wurde Mac-1 als prognostisch
ungünstig eingeschätzt (Bradstock K, 1994; Paietta E, 1998). Weitere funktionale Analysen sind daher
erforderlich, um zu zeigen, welche genaue Rolle Mac-1 bei der AML spielt (Adhäsion an das Endothel / Adhäsion
an Stroma) und ob Mac-1 wirklich eine Bedeutung in der Pathobiologie der AML besitzt.
Über die Familie der Selektine wird zwischen Progenitorzellen und Sinusendothel der erste niedrig-affine Kontakt
hergestellt. Dabei werden E-und P-Selektin v.a. auf dem Endothel exprimiert, L-Selektin auf den hämopoetischen
Vorläuferzellen. L-Selektin spielt ein Rolle bei der Extravasation peripherer Granulozyten und beim Homing der
Lymphozyten in die Lymphknoten. Die Rolle des L-Selektins bei der Hämopoese oder Transmigration ist noch
unklar, da in vitro und in vivo Untersuchungen widersprüchliche Ergebnisse lieferten (Übersichtsarbeit von Chang
JH & Watt SM, 2001). Während blockierende Antikörper gegen L-Selektin in vitro die Granulopoese hemmten,
zeigten L-Selektin negative Mäuse keine Veränderung in der Zellzusammensetzung des Knochenmarks.
Intravitale Mikroskopie an murinen KM zeigte, dass L-Selektin nicht am Rolling der Progenitorzellen an den
KM-Sinusendothelien beteiligt ist, sondern v.a P- und E-Selektin, die im Gegensatz zum peripheren Endothel
konstitutionell auf den KM-Venolen und Sinusendothelien exprimiert werden. Via Signaltransduktion beeinflusst
die Ligation von L-Selektin auch die Expressionsdichte und den Affinitätsstatus von ß-1 und ß-2 Integrinen. In der
hier vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine hohe L-Selektin-Expression mit den zytogenetisch
günstigen Karyotypanomalien inv(16) und t(8;21) korreliert bzw Patienten mit weniger als 30% CD62L positiven
Zellen eine höhere Todesrate (42% vs 16%) aufwiesen. Da die Rolle des L-Selektins bislang auch bei der
normalen Hämopoese nicht vollständig aufgeklärt ist, sollten die Funktionen des L-Selektins bei Gesunden und
auch bei der AML in funktionellen Analysen weiter untersucht werden.
Durch die Bindung von Urokinase-Plasminogen-Aktivator an den UPA-R entsteht aus Plasminogen die Protease
Plasmin, die an der Extravasion von Zellen durch proteolytische Spaltung der die Endothelzellen verankernden
Adhäsionsproteine beteiligt sein soll (Lijnen HR, 1996). Der UPA-R  soll v.a. zusammen mit Mac-1
zytoplasmatische Signale an das Zytoskelett weiterleiten (Simon D, 1996), und dadurch die Migrationsfähigkeit
v.a. von Granulozyten erhöhen. Weiterhin soll eine Überexpression von UPA-R bei Leukämien
Plasmainhibitoren konsumieren und dadurch zu einer erhöhten Blutungsneigung bei Leukämiepatienten führen
(Lijnen, 1996). In unserer Arbeit wurde festgestellt, dass die hohe Expression von UPA-R mit der Remissionsrate
(p=0.03) signifikant korrelierte. Da in der Gruppe der UPA-R positiven Therapieversager auch eine hohe
Frühtodesrate beobachtet wurde, die durch Blutungskomplikationen verursacht sein mag, das verminderte
Therapieansprechen der UPA-R-positiven Fällen bewirkte. Im weiteren Krankheitsverlauf zeigten sich keine
signifikanten Korrelationen mit der Dauer der progressfreien Überlebenszeit oder der Gesamtodesrate. Ja fast
scheint eine Expression des UPA-R > 26,5% mit einer zwar nicht signifikant, aber doch längeren progressfreien
Überlebenszeit einherzugehen. So scheint die initale Expression des UPA-R lediglich aufgrund des hohen Anteils
UPA-R exprimierender Zellen und des damit verbundenen erhöhten Abfangens von Gerinnungsfaktoren
Komplikationen zu bereiten, im weiteren Verlauf der Erkrankung, d.h. wenn die Blastenzahl deutlich reduziert ist,
hat die Expression des UPA-R keinen pathologischen Einfluss mehr auf den Progress der Erkrankung.
91
Sehr wenig kann über die funktionelle Bedeutung der Adhäsionsmoleküle von PRR-1 und PRR-2 ausgesagt
werden, da sie bei der AML bisher nicht untersucht worden sind. PRR-2 spielt eine Rolle bei dem homophilen
Zell-zu-Zellkontakt der HPC untereinander und zum Endothel (Lopez M, 1997). Über die Funktion von PRR-1 ist
bisher nichts publiziert. Interessant ist sicherlich die signifikante Korrelation der PRR-1 Expression mit den
zytogenetischen Risikogruppen (t(15;17); inv (16)). Wenn auch im weiteren klinischen Verlauf keine signifkanten
Unterschiede mehr aufgefallen sind.
Zusammenfassend können wir bei der AML unabhängig vom FAB-Typ feststellen, dass eine verminderte
Expression von ß1-Integrinen vorliegt, die die Blasten an das Stroma binden würde. Zudem konnten wir eine
erhöhte Expression von Adhäsionsmolekülen finden, die die Transmigration und Disseminierung der AML-
Blasten in die Peripherie fördert  (LFA-1, Mac-1, UPA-R ) Einzige Ausnahme bildet L-Selektin, doch in neueren
Arbeiten wurde festgestellt, dass L-Selektin am Rolling der Prognitorzelllen im KM nicht beteiligt ist, sondern
andere bisher noch nicht genau definierte Aufgaben im KM zu haben scheint. Da unsere Untersuchungen keine
funktionellen Anaysen beeinhalteten, die die den jeweiligen Adhäsionsmolekülen zugeschriebenen Eigenschaften
in vitro/ oder in vivo bestätigen, hoffen wir, dass die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zu weiteren
gezielten, funktionellen Untersuchungen Anlass geben werden.
6. Ausblick
In dieser Arbeit wurde die Expression von sechs Zytokinrezeptoren und 13 Adhäsionsmolekülen in insgesamt
103 KM-Proben von AML-Patienten bei Erstdiagnose und acht gesunden KM-Proben mittels direkter
durchflusszytometrischer Immunphänotypisierung untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem die
Zytokinrezeptoren ein linienspezifisches und reifegradabhängiges Expressionsmuster innerhalb der
verschiedenen Subtypen der AML aufweisen. Auch bei den Adhäsions- und kostimulatorischen Molekülen ließen
sich Unterschiede herausarbeiten. Die Ergebnisse dieser Arbeit können damit die FAB-Klassifizierung
unterstützen und diejenigen Marker, die die deutlichsten Unterschiede zwischen den untersuchten AML und
gesunden KM-Proben aufwiesen, können bei der Diagnose der minimalen Residualleukämie Einsatz finden.
AML-Patienten mit einem hohen Anteil VLA-2-, UPA-R- und NCAM-positiver Blasten bei Diagnosestellung wiesen
eine geringere Wahrscheinlichkeit auf, eine Remission zu erreichen. Ebenso konnten retrospektiv
Zusammenhänge zwischen einem hohen Anteil FL-R-, SCF-R-, B7-1-, B7-2-, ICAM-1-, NCAM-exprimierender
Blasten bei Diagnosestellung und einer geringeren progressfreien Überlebenswahrscheinlichkeit beobachtet
werden. All diese retrospektiv ermittelten Ergebnisse geben wertvolle Hinweise auf mögliche pathophysiologische
Bedeutungen dieser Marker. Sie sollten jedoch prospektiv mit großer Fallzahl noch einmal bezüglich ihrer
prognostischen Signifikanz evaluiert werden. Die NCAM-positive Leukämie zeigte unabhängig von der
zytogenetischen Prognoseeinschätzung sowohl bezüglich der Remissionswahrscheinlichkeit als auch bezüglich
der progressfreien Überlebenszeit eine schlechte Prognose. Die routinemäßige Messung der NCAM-Expression
in AML-KM-Proben kann damit zusätzlich zur Zytogenetik wertvolle Hinweise auf die Prognose der AML-
Patienten geben. Patienten, die einen hohen Anteil NCAM-exprimierender Blasten aufweisen, könnten von einem
intensiveren Therapieregime und engmaschigeren Kontrollen profitieren. Die Korrelation einer hohen Expression
kostimulatorischer Moleküle und Zytokinrezeptoren, die nach Stimulation die Expression dieser
kostimulatorischen Moleküle fördern, mit einer kurzen progressfreien Überlebenszeit, sollten Grund sein, die
gesteigerte T-Zell-Antwort in vitro in Bezug auf die Hochregulation möglicher, das Immunsystem inhibierender
Moleküle oder anderer Escape-Mechanismen in vivo kritisch zu beurteilen. Möglicherweise können Medikamente
wie Dexamethason oder Tyrosinkinasehemmer, die die Expression des FL-R vermindern bzw. die
Signaltransduktion dieser Zytokinrezeptoren vermindern, neue therapeutische Strategien darstellen, die die
immer noch hohe Rezidivrate bei der AML senken können. Auch rIL-2 oder CTLA-4-Inhibitoren können die T-
Zellantwort gegen Blasten, die bereits eine hohe Expression kostimulatorischer Moleküle aufweisen, unterstützen
bzw. Escape-Mechanismen entgegenwirken.
G-CSF und GM-CSF werden in der Klinik regelmäßig in der Supportivtherapie eingesetzt. Als Priming-
Medikamente erbrachten sie allerdings bisher keinen gesteigerten therapeutischen Nutzen. Die in dieser Arbeit
gezeigte linienspezifischen G- bzw. GM-CSF-R-Expression auf AML-Blasten gibt die therapeutische Rationale
dafür, dass ein gezielter Einsatz von G- bzw GM-CSF entsprechend ihrer Rezeptorverteilung innerhalb der
verschiedenen FAB-Subtypen eine neue, Benefit-bringende Primingstrategie für die Zukunft darstellen könnte.
Die Grenzen dieser Arbeit sind sicherlich in der starken Regulation und den komplexen Wechselwirkungen der
Expression von Zytokinrezeptoren und Adhäsionsmolekülen untereinander zu sehen. So kann man anhand der
Immunphänotypisierung allein noch nichts über die Funktionalität der Rezeptoren bzw. deren Affinität zu ihrem
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Liganden aussagen. Daher ließ sich der Einfluss einer veränderten Zytokinrezeptor- oder Adhäsionsmolekül-
Expression auf die Biologie der AML oft nur anhand in anderen Studien durchgeführten funktionalen Analysen in
vitro abschätzen. Weitere funktionale Analysen, die auch im Zusammenhang mit dem tatsächlichen klinischen
Verlauf der Patienten ausgewertet werden sollten, sind daher notwendig sein, um die pathobiologischen
Vorgänge im Knochenmark bei der akuten myeloischen Leukämie vollkommen verstehen zu können.
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